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“So never mind the darkness 
We still can find a way 
'Cause nothin' lasts forever 
Even cold November rain” 
Guns n’ Roses 
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RESUMO 
 
O cancro constitui uma das principais causas de mortalidade no mundo, sendo um 
problema incomensuravelmente grave. O tratamento do cancro consiste na cirurgia 
seguida de radioterapia e/ou quimioterapia. Contudo esta terapêutica apresenta limitações. 
Assim, a investigação tem-se dirigido para a descoberta de alternativas de forma a 
melhorar a terapêutica. 
O paclitaxel é um dos fármacos anticancerígenos correntemente usado na terapia 
de vários cancros. Apesar da sua eficácia, apresenta efeitos secundários graves, 
nomeadamente sob a formulação de Taxol, devido à toxicidade do Chremophor EL. Assim, 
é de extrema importância ultrapassar as limitações deste fármaco utilizando para isso, 
sistemas alternativos para administração do mesmo. 
 Os lipossomas constituem um dos tipos de vetores de fármacos mais usados, 
devido, principalmente, à sua biocompatibilidade. No entanto, apresentam uma grande 
limitação devido à sua instabilidade. Os prolipossomas são partículas sólidas formadas por 
lípidos que ao serem hidratadas dão origem a lipossomas. Assim, apresentam as 
vantagens destes sistemas aliadas a uma forma farmacêutica sólida, o que ultrapassa a 
questão da instabilidade. 
Assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de prolipossomas contendo 
paclitaxel, como uma alternativa terapêutica para o cancro. 
 Foram usadas três processos diferentes: secagem por atomização, liofilização e o 
método film deposition on carrier. Os lipossomas obtidos, após a hidratação dos 
prolipossomas, foram caracterizados, quanto ao seu tamanho, potencial zeta, morfologia e 
eficácia de encapsulação do fármaco. 
Os resultados mostram que a encapsulação do paclitaxel foi obtida em grande 
percentagem, sendo que não afetou o tamanho e potencial zeta dos lipossomas obtidos. 
Os prolipossomas produzidos pelo método de secagem por atomização originou 
lipossomas com um diâmetro médio menor (estatisticamente significativo) do que os 
obtidos pelos restantes métodos.  
Em conclusão, o método de secagem por atomização merece ser explorado 
futuramente devido aos resultados promissores face aos restantes métodos. 
Palavras - chave: Cancro, paclitaxel, lipossomas, prolipossomas. 
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ABSTRACT 
 
Cancer is one of the leading causes of mortality in the world, being a serious 
problem. The cancer treatment consists of surgery followed by radiation therapy and/or 
chemotherapy. However this therapy presents limitations. As well, research has been 
directed towards the discovery of alternatives to improve therapy.  
The paclitaxel is one of anti-carcinogenic recurring therapeutic enough for various 
cancers. This despite its effectiveness presents serious side effects, particularly in the 
formulation of Taxol, due to the toxicity of Chremophor EL. Thus, it is very important to 
overcome the limitations of this drug, using alternative systems for drug administration. The 
liposomes constitute a type of vectors commonly used, due to its biocompatibility. However, 
feature a large limitation due to its instability. The proliposomes are solid particles formed 
by lipids, which to be hydrated giving rise to liposomes. So, present the advantages of these 
systems combined with a solid pharmaceutical form, which exceeds the question of 
liposome instability. 
 Thus, the objective of this work was the development of proliposomes containing 
paclitaxel, as an alternative cancer therapy. Three different methods were used, spray 
drying, freeze drying and film deposition on carrier. The liposomes obtained after hydration 
of proliposomes have been characterized, taking into account the size, zeta potential, 
morphology and drug encapsulation efficiency.  
The results show that the encapsulation of paclitaxel was obtained in a great 
percentage and did not affect the average diameter and zeta potential of the liposomes. 
The proliposomes obtained by spray drying, after hydration, originated liposomes with a 
smaller mean diameter (statistically significant) than those obtained by other methods.  In 
conclusion, the method of spray drying deserves to be explored in the future due to the 
promising results compared to other methods.  
 
Keywords: Cancer, paclitaxel, liposome, proliposome 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 
10-DABIII - 10-desacetilbacatina III 
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FDA - Food and Drug Administration  
FDC - film deposition on carrier  
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k’ - fator de retenção 
LUV - large unilamellar vesicles - vesículas unilamelares grandes 
MLV - multilamellar vesicles - vesículas multilamelares 
MVL - multivesicular liposomes – Lipossomas multivesiculares 
NCI - National Intistute of Cancer – Instituto Nacional de Cancro 
OLV - oligolamellar vesicles - vesículas oligolamelares 
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PTX - Paclitaxel 
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SD - spray drying - secagem por atomização 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. CANCRO 
 O corpo de um ser humano adulto é composto por, aproximadamente, 1015 células. 
A manutenção da integridade do organismo é conseguida graças à presença das células-
tronco, estruturas que detêm a capacidade de se dividir e diferenciar, a fim de repovoarem 
órgãos e tecidos que dependem da renovação celular. Estima-se que, por dia, estas células 
estejam envolvidas em aproximadamente 1012 divisões celulares [1]. Apesar da 
multiplicidade de novas células, existe uma complexa rede de mecanismos moleculares 
que regem a proliferação e apoptose celulares, garantido assim um controlo sobre o seu 
número. Qualquer fator que perturbe o equilíbrio entre o nascimento e a morte celulares 
potencia o aumento da totalidade de células de um órgão ou tecidos específicos. Como 
consequência, após muitas gerações celulares, este crescimento celular anormal torna-se 
clinicamente detetável como uma neoplasia, também denominada tumor [1-3].  
 Um tumor pode ser classificado como benigno ou maligno. Esta distinção é crucial 
para prescrever o tratamento mais apropriado ao doente, bem como determinar o seu 
prognóstico. Um tumor maligno invade e destrói o tecido normal adjacente. Alcançando os 
canais linfáticos e vasos sanguíneos, pode invadir nódulos linfáticos e outros órgãos, 
originando metástases. Por sua vez, um tumor benigno não invade o tecido circundante, 
permanece localizado e não metastiza. O crescimento dos tumores malignos no geral, 
embora não invariavelmente, é mais rápido do que o dos tumores benignos. As células de 
um tumor maligno tendem a ser menos bem diferenciadas do que as células normais do 
tecido de que resultam, enquanto os tumores benignos geralmente se assemelham mais 
ao tecido normal [3]. 
 O cancro pode então ser definido como um grupo de doenças onde ocorre um 
crescimento anormal de células devido a alterações na expressão de genes que levam à 
divisão celular descontrolada ou resistência à apoptose. As células cancerosas podem 
invadir outros tecidos e órgãos formando metástases, causando significativa morbilidade 
e, se não for tratada, a morte do hospedeiro [1-3].  
 Talvez a questão mais importante na biologia do cancro é perceber quais as 
alterações celulares que conduzem à carcinogénese, evento que transforma uma célula 
normal do organismo numa célula cancerosa. A sua origem deve-se, principalmente, à 
alteração da expressão de proto-oncogenes, os quais codificam para proteínas envolvidas 
na indução da proliferação celular e diferenciação, e de genes supressores tumorais, que 
codificam proteínas que produzem sinais inibitórios do crescimento celular e/ou estimulam 
a apoptose. Assim, os proto-oncogenes são ativados, quando deveriam estar em modo 
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inativo, e os genes supressores de tumores ou são expressos incorrectamente ou nem se 
chegam a expressar [1, 2, 4-7]. 
 São várias as causas apontadas para a alteração da expressão dos referidos 
genes: danos no DNA, devido a mutações (translocações, amplificações, deleções) ou 
mecanismos que resultam na sua transcrição ou tradução anormal [3, 5]. A origem das 
mutações pode ser espontânea, devido a erros de replicação do DNA, desaminação ou 
depurinação, mas o mais comum é dever-se a agentes carcinogénicos exógenos. Estes 
podem ser de vários tipos: substâncias químicas (aminas e hidrocarbonetos aromáticos, 
compostos metálicos, aflatoxinas, componentes do tabaco, etc.), radiação ionizante e 
ultravioleta, espécies reativas de oxigénio, vírus. Para além de danos diretos na estrutura 
do DNA (mutações), estes agentes podem modular a expressão de genes de modo indireto 
através de alterações epigenéticas, como mudanças na metilação do DNA e acetilação das 
histonas. Uma vez que o material genético da célula é alterado, não sendo capaz de ser 
reparado pelos mecanismos de reparação de DNA celulares, a célula perpetuará essa 
alteração genética [1, 5, 6]. 
 Para sumariar, são cinco as principais vias que devem ser activadas na génese de 
uma célula cancerosa [1, 6, 7]:  
 Independência a sinais estimuladores do crescimento externos; 
 Desenvolvimento de um estado refractário a sinais inibidores do crescimento; 
 Resistência à morte celular programada (apoptose); 
 Obtenção de capacidade proliferativa infinita, superando a senescência celular; 
 Desenvolvimento da capacidade angiogénica, ou seja, o potencial de formar novos 
vasos sanguíneos. 
 A nível epidemiológico, o cancro constitui uma das principais causas de mortalidade 
no mundo, tendo sido responsável por 8,2 milhões de mortes em 2012. De acordo com as 
estatísticas apresentadas pela Organização Mundial de Saúde, é esperado que os 14 
milhões de novos casos reportados no referido ano aumentem para 22 milhões nas duas 
próximas décadas [8]. Dados como estes mostram de forma indubitável aquilo que há muito 
é do conhecimento geral: o cancro é um problema incomensuravelmente grave e à escala 
global. Além da elevada incidência da doença e das taxas de mortalidade esmagadoras, 
os efeitos que surgem nos doentes comprometem muito a sua qualidade de vida. De facto, 
o crescimento de um tumor maligno produz uma série de possíveis efeitos no hospedeiro, 
como dor, infeções, anemia, perda de peso, fadiga, efeitos neurológicos, acarretando 
também ao paciente graves consequências a nível psicológico e social [9, 10]. 
Considerando todos estes factos, é fácil perceber a razão para o tratamento do cancro ser 
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um dos grandes desafios da medicina moderna e que tem despoletado uma forte onda de 
investigação e investimento por parte das indústrias farmacêuticas [11]. 
1.1.1. TERAPÊUTICA 
 Durante a primeira metade do século XX, cirurgia e radioterapia constituíram os 
meios efetivos para o tratamento do cancro [12]. Depois da década de 60, com a 
descoberta do acelerador linear, a terapia por recurso à radiação tornou-se uma ferramenta 
poderosa [11]. Todavia, o poder terapêutico destes métodos é limitado a cancros locais, 
não sendo eficazes em situações de cancro metastático [11-13]. Para este último caso, o 
recurso a agentes quimioterápicos é a estratégia atual, uma vez que são capazes de atingir 
todos os órgãos do corpo através da corrente sanguínea [11-13]. 
 A quimioterapia é utilizada em quatro situações clínicas principais: tratamento 
primário para a doença avançada ou para os cancros para os quais não existem outras 
abordagens eficazes de terapia; tratamento neoadjuvante para os pacientes que 
apresentam doença localizada e para os quais as formas locais de terapia, tais como a 
cirurgia e/ou radioterapia, não são suficientes; tratamento adjuvante para métodos de 
tratamento localizados; perfusão dirigida a locais específicos do corpo diretamente 
afetados pelo cancro [14]. 
 Os fármacos quimioterápicos baseiam-se em compostos citotóxicos que afetam a 
divisão celular, inibindo assim a rápida proliferação das células cancerosas. A era da 
quimioterapia iniciou-se nos anos 40, com o uso de agentes alquilantes derivados do gás 
mostarda, os quais são capazes de formar ligações covalentes com o DNA, impedindo 
assim a ocorrência da mitose. Desde então, muitos outros fármacos com mecanismos de 
ação alternativos foram desenvolvidos [11-13]. Na tabela 1, encontram-se representados 
alguns dos principais grupos de quimioterápicos, o respectivo mecanismo de ação, bem 
como exemplos para cada caso. 
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Tabela 1: Principais grupos de quimioterápicos e respectivo mecanismo de acção [15]. 
 
Grupos 
 
Mecanismo de ação Exemplos 
Agentes  
alquilantes 
Danificam o DNA, trabalhando em todas 
as fases do ciclo celular, impedindo a 
célula de se reproduzir. 
Mecloretamina 
        Melfalano  
        Carmustina 
        Dacarbazina 
Temozolomida 
        Cisplatina 
        Carboplatina 
Antibióticos 
antitumorais 
As antraciclinas interferem com enzimas 
envolvidas na replicação do DNA. 
               
        Daunorrubicina 
        Doxorrubicina 
        Epirrubicina 
        Idarrubicina 
Antimetabólitos Inibem a biossíntese do DNA e RNA. 
 
5-Fluorouracilo 
        Capecitabina 
        Citarabina 
        Floxuridina 
        Gencitabina 
        Metrotexato 
        Fludarabina 
Corticosteróides 
 
Hormonas naturais e fármacos 
semelhantes a hormonas que são úteis 
no tratamento de muitos tipos de 
cancro, sendo por isso considerados 
quimioterápicos. 
      Prednisona 
   Metilprednisolona 
      Dexametasona 
Inibidores da 
topoisomerase 
 
Interferem com as topoisomerases, 
enzimas que ajudam a separar as  
cadeias de DNA para que possam ser 
copiadas durante a fase S do ciclo 
celular, impedindo assim a sua 
replicação. 
        
               Inibidores  
  topoisomerase I 
 
      Topotecano 
      Irinotecano 
 
        Inibidores  
   topoisomerase II 
 
      Etoposido 
        Mitoxantrona 
Inibidores  
mitóticos 
Impedem a formação do fuso mitótico, 
parando assim a mitose na metafase. 
        Paclitaxel 
        Docetaxel 
        Vimblastina 
        Vincristina 
        Estramustina 
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O paclitaxel é um dos fármacos mais utilizados no tratamento do cancro e tem vindo 
a ser alvo de um intenso estudo desde a sua descoberta [16]. Ele terá destaque nas 
próximas páginas, onde será feita uma abordagem das suas principais características. 
1.1.1.1. PACLITAXEL 
No início da década de 60, o National Intistute of Cancer (NCI) dos Estados Unidos 
iniciou um programa para a descoberta de novos compostos com atividade anticancerígena 
derivados de plantas. Foram analisados extratos da casca do teixo do Pacífico (Taxus 
brevifolia), tendo uma das amostras revelado atividade citotóxica. Procedeu-se ao 
isolamento da substância ativa responsável por tais propriedades, a qual foi nomeada 
Taxol [16-19]. 
Nos anos 80 iniciaram-se os ensaios clínicos, tendo-se verificado a potencialidade 
do paclitaxel quando num estudo do cancro do ovário se concluiu que 30% dos pacientes 
obtiveram uma resposta completa ou parcial à terapia com o fármaco [20, 21]. Em 1992 foi 
aprovado pela FDA para o tratamento do cancro do ovário e, dois anos mais tarde, para o 
cancro da mama [18, 22].  Atualmente tem sido utilizado na terapia de uma grande 
variedade de cancros, incluindo o do ovário [18], mama [23], cancro do pulmão de 
pequenas [24] e não-pequenas células [25], bexiga [26], esófago [27], cancro da cabeça e 
pescoço [28] e sarcoma de Kaposi [29]. 
1.1.1.1.1. ESTRUTURA QUÍMICA 
O paclitaxel (PTX) é um diterpeno, pertencente à classe dos taxanos, com a fórmula 
empírica C47H51NO14 e uma massa molecular de 853,9 g/mol. É um pentadecano, 
organizado num sistema de anéis tetracíclico e composto por quatro cadeias laterais 
localizadas em C2, C4, C10 e C13. Da sua estrutura química (figura 1), publicada em 1971 
[30], destacam-se um anel oxetano, nas posições C4 e C5, e uma cadeia lateral ligada ao 
hidroxilo em C13 como uma ligação éster [16, 22, 31, 32]. 
 Esta molécula tem sido sujeita a uma extensa caracterização química. Estudos nos 
quais alguns grupos químicos do PTX foram sujeitos a modificações, com o objetivo de 
determinar a relação estrutura-atividade do composto, mostraram que o anel oxetano, a 
cadeia lateral na posição C13 e as posições do hemisfério sul (C1, C2 e C4) têm um papel 
crucial no efeito citotóxico do PTX [16, 22, 32, 33]. Estes estudos revestem-se da maior 
importância, já que permitem abrir caminho para a produção de novos análogos do PTX, 
detentores de uma ação farmacológica melhorada [31, 34-36]. 
Pág. 6 
 
desc 
 Figura 1: Estrutura química do paclitaxel [18]. 
 
1.1.1.1.2. MECANISMO DE AÇÃO 
Susan Horwitz, em 1979, identificou o mecanismo molecular responsável pela 
atuação do paclitaxel na morte das células tumorais [37]. Trata-se de um processo único 
que envolve o estímulo da polimerização dos microtúbulos e, para melhor o entender, é 
necessário estudar um pouco esta estrutura, bem como rever alguns conceitos-chave da 
biologia celular. 
 Os microtúbulos são estruturas dinâmicas que se formam através da polimerização 
de heterodímeros de α e β-tubulina. Os dímeros associam-se longitudinalmente para 
formar protofilamentos (etapa 1 – figura 2). Um conjunto de 13 protofilamentos agrupa-se, 
formando uma estrutura cilíndrica oca, o microtúbulo (etapa 2 – figura 2). Finalmente, este 
é alongado através da sucessiva adição de dímeros às suas extremidades. Ao monómero 
de β-tubulina está ligada uma molécula de guanosina trifosfato (GTP). Após a incorporação 
de um novo dímero de tubulina no microtúbulo, em algum momento, o GTP é hidrolisado 
para GDP. Por esse motivo, a maior parte da β-tubulina que compõe a estrutura estará 
ligada a uma molécula de GDP. Se a taxa de polimerização for mais rápida do que a taxa 
de hidrólise do GTP, no final da extremidade (+) acumular-se-á tubulina-GTP, o que confere 
estabilidade ao microtúbulo, permitindo que a polimerização da tubulina continue, 
Pág. 7 
ocorrendo assim o seu crescimento (etapa 3 – figura 2). Por sua vez, se a polimerização 
começa a ocorrer lentamente, dando tempo às moléculas de GTP da extremidade (+) 
hidrolisaram, o microtúbulo torna-se instável, havendo a sua rápida despolimerização. 
Assim, um parâmetro que determina a estabilidade de um microtúbulo é a taxa a que as 
subunidades de GTP-tubulina são adicionadas [38-44]. 
 
 
Figura 2: Formação dos microtúbulos e sua estrutura [45]. 
A extremidade (+), que termina com uma subunidade β, é muito mais dinâmica do 
que a expremidade (-), que finaliza com a α. Os microtúbulos estão sempre num estado de 
polimerização ou despolimerização, alternando assim entre períodos de crescimento ou 
encurtamento, respetivamente, uma propriedade denominada instabilidade dinâmica [38-
42]. O balanço entre estes dois estados, e o resultante controlo do comprimento dos 
microtúbulos, é vital para regular as funções biológicas dos microtúbulos na célula. 
Indubitavelmente o seu papel mais importante é a formação do fuso mitótico, estrutura 
intimamente envolvida na divisão celular [39, 46-48]. 
Durante a divisão celular, a célula deve duplicar os seus componentes internos, 
incluindo o DNA, de modo a originar duas células-filhas iguais a si, num processo 
designado mitose. Assim, após ocorrer a replicação do material genético, cada 
cromossoma é composto por dois cromatídeos idênticos, os quais devem separar-se em 
extremidades opostas da célula, prontos para fazerem parte do núcleo das duas novas 
células que se formarão. Para o desenrolar de todo este processo é essencial a atuação 
dos microtúbulos. A figura 3 ajuda a compreender esta dinâmica. No final da profase, os 
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microtúbulos começam a formar-se e a crescer em direção aos cromossomas e, após a 
desintegração do núcleo na etapa seguinte, os microtúbulos ligam-se a eles através do 
cinetócoro. Em seguida, os cromossomas dispõem-se no plano equatorial do fuso mitótico 
e a célula entra na anafase. Aqui começa a ocorrer a despolimerização dos microtúbulos, 
com o seu consequente encurtamento, causando a separação dos dois cromatídeos de 
cada cromossoma e a sua migração para pólos opostos da célula. Após a formação de um 
novo núcleo em torno dos dois grupos de cromossomas, a mitose chega ao fim [39, 46-
48]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Estrutura do fuso mitótico e sua evolução ao longo das várias fases da mitose [47]. 
Os microtúbulos estão assim intimamente envolvidos na replicação celular e 
agentes que interfiram com a dinâmica desta estrutura podem inibir este processo. Pois 
bem, é aqui que o paclitaxel entra em ação. Esta molécula tem a capacidade de se ligar 
com grande afinidade à β-tubulina dos heterodímeros que formam os microtúbulos [37-39, 
42]. O local específico de ligação, na superfície interior do microtúbulo, é conhecido com 
precisão devido a estudos de cristalografia eletrónica da tubulina complexada com PTX 
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[49]. A ligação do fármaco à superfície dos microtúbulos promove a sua estabilidade e 
polimerização contínua. Assim, ao atuar nas células de um tumor, o PTX suprime a 
dinâmica dos microtúbulos, impedindo a sua despolimerização e, consequentemente, a 
separação dos cromossomas. A célula é incapaz de prosseguir o ciclo e se reproduzir, 
levando ao bloqueio da mitose e apoptose. Como consequência da morte celular, o tumor 
é impossibilitado de crescer [18, 37-39, 50-52]. 
Em meados de 1990, começou a ser investigada a atividade antiangiogénica do 
PTX, como um possível mecanismo adicional que contribui para o seu efeito antineoplásico 
in vivo. Foi descoberto que este composto tem a capacidade de regular negativamente o 
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e a angiopoietina-1 (Ang 1), proteína 
essencial para a sobrevivência das células endoteliais, ramificação vascular e estabilização 
dos vasos sanguíneos [53, 54]. Para além disso, mostrou-se que o fármaco causa a sobre-
expressão da trombospondina-1 (TSP-1), uma potente inibibidora da angiogénese [53, 55]. 
Dado que o desenvolvimento de um tumor está dependente, entre outros fatores, da sua 
capacidade de formar novos vasos sanguíneos [1], os dados destes estudos merecem ser 
explorados de forma a descobrir mais acerca da atividade antiangiogénica do paclitaxel e 
o seu consequente potencial no tratamento do cancro. 
1.1.1.1.3. DESENVOLVIMENTO DA FORMULAÇÃO 
A escolha de uma formulação farmacêutica apropriada é um passo imprescindível 
na produção de qualquer medicamento. Assim, de modo a produzir os seus efeitos 
farmacológicos, o PTX deve ser levado, em concentrações adequadas, até ao seu local de 
ação. O desenvolvimento de uma formulação contendo este fármaco foi um processo 
desafiante, devido a questões relacionadas com a sua obtenção e propriedades físico-
químicas. 
 A extração do PTX da casca do teixo do pacífico, a sua fonte natural, apresenta um 
rendimento mutíssimo baixo, e cedo se percebeu que seria incapaz de suprir a crescente 
demanda pelo fármaco [56]. Em 1988 uma alternativa foi descoberta, ao ter sido 
demonstrado que o percursor 10-desacetilbacatina III (10-DABIII), isolado das agulhas do 
teixo europeu (Taxus baccata), podia ser convertido em PTX numa simples reação de 
semissíntese [57]. A síntese total do PTX, devido à complexidade da molécula, 
permaneceu durante anos um grande desafio para os químicos orgânicos. Em 1994, Holton 
e Nicolaou foram bem sucedidos neste campo, porém, os altos custos associados a este 
processo tornam-no comercialmente inviável [22, 58-60]. Outras reações de síntese 
química do fármaco foram desenvolvidas desde então [16]. A produção de PTX em culturas 
celulares de Taxus desenvolvidas pela Phyton Biotech têm providenciado à Bristol-Myers 
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Squibb, companhia farmacêutica responsável pela produção e comercialização do PTX, 
uma fonte segura e sustentável de fármaco desde 1995 [61]. De facto, as culturas de 
células de plantas constituem uma potencial fonte de fármaco de alto rendimento e que 
têm sido alvo de muito estudo [22, 58]. 
 O PTX apresenta-se como um pó branco e altamente hidrofóbico 
(hidrossolubilidade < 0,3 μg/mL), o que torna necessário o uso de co-solventes [19, 62]. A 
formulação atualmente disponível para administração intravenosa consiste num veículo 
composto pela mistura de Cremophor EL, CrEL, (óleo de rícino polietoxilado) e álcool 
desidratado (1:1, v/v), onde o PTX é solubilizado (6 mg/mL) [19, 63, 64]. No entanto, o uso 
do CrEL está associado a uma série de reações adversas que incluem hipersensibilidade, 
neurotoxicidade e hiperlipidemia, bem como alterações na farmacocinética do PTX [19, 63, 
65-69]. 
1.1.1.1.4. FARMACOCINÉTICA 
As propriedades farmacocinéticas do PTX têm sido extensivamente estudadas e 
alguns artigos fornecem uma boa revisão dos principais estudos efetuados neste âmbito 
[70-72]. 
Após a aministração intravenosa do PTX, mais de 90% do fármaco liga-se às 
proteínas plasmáticas [72, 73]. Apresenta um grande volume de distribuição, indicando 
uma extensiva distribuição extravascular, e uma clearance plasmática considerada bifásica 
[72]. Quanto à sua farmacocinética, os resultados de vários estudos apontam para um 
modelo não linear [71, 74]. 
O fármaco é submetido a um extenso metabolismo hepático pelas enzimas do 
citocromo P-450, CYP3A e CYP2C8, sendo uma grande percentagem eliminado nas fezes 
[71]. Menos de 10% do PTX na sua forma inalterada é eliminado na urina, indicando uma 
extensa clearance não renal [75]. 
1.1.1.1.5. TOXICIDADE 
São várias as reações de toxicidade apontadas ao uso do PTX. Na tabela seguinte, 
encontram-se descritas as principais reações adversas associadas a este fármaco, 
acompanhadas de algumas considerações relativas às mesmas. 
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  Tabela 2: Principais reações adversas associadas ao uso do PTX. 
Reação adversa 
 
Considerações 
 
Hipersensibilidade 
 
 
 Reações de hipersensibilidade tipo I que incluem 
hipotensão, dispneia com broncoespasmo, urticária e 
erupção cutânea [69, 76]. 
 
 O veículo CrEL contribui significativamente para estas 
reações [63]. No entanto, elas são igualmente relatadas 
em formulações sem CrEL, mostrando que o PTX por si 
só é capaz de as promover [77]. 
 
 Para minimizar o risco associado a estas reações, os 
pacientes devem ser pré-tratados com corticosteróides e 
bloqueadores dos recetores de histamina. Mesmo com 
esses pré-tratamentos elas podem ocorrer [69]. 
 
Toxicidade 
hematológica 
 
 A principal reação de toxicidade hematológica associada 
ao paclitaxel é a neutropenia. Maiores tempos de infusão 
(24h) aumentam a incidência de neutropenia, comparando 
com infusões mais curtas (3h) [76]. 
 
 Numa infusão de 24h, com doses de 200-250 mg/m2, a 
neutropenia é geralmente grave, com contagem absoluta 
de neutrófilos  500/μl [78]. 
 
 A administração de PTX induz também anemia [79]. 
 
 
 Os tratamentos combinados com PTX e outros agentes 
quimioterapêuticos, como a carboplatina, doxorrubicina e 
ciclofosfamida, parecem aumentar a mielossupressão 
[76]. 
Infeções 
 
 
 Apesar das infeções poderem ser atribuídas à 
imunossupressão causada pela toxicidade hematológica, 
algumas são comuns em pacientes que receberam PTX. 
A enterocolite neutropénica foi especificamente associada 
à terapêutica com este fármaco [80]. 
 
 Febre e infeções do trato urinário e respiratório são 
frequentemente relatadas. Episódios de pneumonia e 
peritonite também são descritas [78]. 
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Neurotoxicidade 
 
 
 Os eventos neurotóxicos associados ao uso do CrEL 
incluem ganglionopatia, axonopatia e desmielinização. 
Contudo, dados clínicos mostram que o PTX por si mesmo 
tem efeito no desenvolvimento da neuropatia periférica [81-
84]. 
 
 A neuropatia periférica é uma das principais toxicidades 
limitantes de dose do PTX e, infelizmente, ao longo da 
terapia é encontrada na maioria dos pacientes [85]. 
 
 A maioria das opções de tratamento para as reações de 
neurotoxicidade disponíveis são paliativas, incluindo a 
redução da dose e o término do tratamento. 
Antidepressivos e anticonvulsivantes são amplamente 
usados para o tratamento da dor neuropática [81, 86]. 
 
Toxicidade  
cardíaca 
 
 Os distúrbios cardíacos associados ao PTX incluem, 
principalmente, hipotensão e bradicardia assintomática 
(30% pacientes) [76, 87]. 
 
 Outros eventos têm sido relatados: Mobitz I, Mobitz II e 
bloqueio cardíaco de terceiro grau [76, 87]. 
 
 Traquicardia ventricular tem sido observada em pacientes 
tratados com PTX isoladamente ou em combinação com 
cisplatina [87, 88]. 
 
 Quando o PTX é administrado simultaneamente com 
doxorrubicina, medeia a sua conversão em doxorrubicinol, 
um álcool responsável por danos irreversíveis no 
miocárdio [89]. 
 
Mialgias 
 
 Mialgias podem aparecer 24-72h após a administração de 
PTX e o aumento das doses de fármaco está 
positivamente correlacionado com sua a sua incidência e 
severidade [90]. 
 
As informações anteriormente apresentadas, relativamente à farmacocinética e 
toxicidade do PTX, mostram que apesar das suas potencialidades terapêuticas, a sua 
ampla distribuição pelos tecidos corporais e reações de toxicidade são inconvenientes que 
limitam o seu uso. No entanto, eles não são exclusivos deste fármaco. De facto, são muitas 
as contrapartidas apresentadas pela quimioterapia convencional [91], como será 
apresentado em seguida. 
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1.1.1.2. LIMITAÇÕES DA QUIMIOTERAPIA CONVENCIONAL 
 Muitos dos fármacos quimioterápicos habitualmente usados, apesar de serem 
altamente citotóxicos para as células tumorais, não são capazes de fazer jus ao seu 
potencial terapêutico [92]. A falta de especificidade para os tecidos neoplásicos e o seu 
elevado volume de distribuição fazem com que eles sejam distribuídos por todo o 
organismo, atingindo concentrações tóxicas nos tecidos saudáveis. Assim, uma das 
maiores limitações destes fármacos é o seu baixo índice terapêutico, isto é, a dose 
necessária para produzir o efeito antitumoral é tóxica para os tecidos normais [91, 92]. 
 A maioria dos quimioterápicos não agem sobre mecanismos intracelulares 
exclusivos das células tumorais, mas sim em vias comuns partilhadas pelas células 
neoplásicas e normais. A falta de seletividade no mecanismo de ação constitui outra das 
limitações à quimioterapia convencional [91]. 
 Outro dos seus fatores limitantes prende-se com a capacidade das células tumorais 
possuírem mecanismos de resistência aos fármacos, como a sobre-expressão da 
glicoproteína-P, proteína membranar capaz de bombear os fármacos para fora da célula 
[93, 94].  
 Muitos dos medicamentos utilizados na terapia do cancro apresentam fraca 
solubilidade em água, pelo que a sua formulação por vezes obriga ao uso de veículos que 
apresentam problemas de toxicidade, como é o caso do Cremophor® EL, usado na 
formulação comercial do PTX [18].  
Perante todos estas limitações, torna-se claro que a solução ideal seria conseguir 
o direcionamento dos quimioterápicos para o seu local de ação, evitando ao máximo a sua 
distribuição pelos restantes tecidos. Mas como conseguir tal proeza? A resposta surgiu por 
meio de Paul Ehrlic, no início do século XX [95]. 
1.1.1.3. VETORIZAÇÃO DE FÁRMACOS 
 A vetorização de fármacos (drug targeting) é uma área que tem sido objeto de 
investigação e estudos intensos, caraterizando-se como a capacidade da substância ativa 
se acumular, de forma seletiva, nos tecidos alvo, independentemente do local e métodos 
de administração. Assim, idealmente, a concentração do fármaco no local alvo deve ser 
elevada, enquanto que nos restantes tecidos deve manter-se abaixo do nível que promova 
quaisquer reações adversas [96]. A aplicação deste conceito acarreta duas importantes 
vantagens: a quantidade de fármaco necessária para alcançar um efeito terapêutico pode 
ser reduzida, bem como o custo da terapia; a concentração do fármaco, em caso de 
necessidade, pode ser acentuadamente aumentada, sem efeitos negativos para os 
restantes tecidos [96].  
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 Este conceito foi apresentado no início do século XX por Paul Ehrlic quando se 
referiu ao termo “bala mágica”, um sistema capaz de direcionar o fármaco especificamente 
para o seu local de ação [95, 97]. Atualmente, a vetorização de fármacos divide-se 
principalmente em duas vertentes: passiva e ativa. 
  
 
Vetorização passiva      Esta abordagem envolve o uso de características fisiológicas 
apresentadas pelos tecidos alvo, das quais se tira partido 
para a entrega de fármacos [96, 97]. É sabido que, sob certas 
circunstâncias, o endotélio dos vasos sanguíneos se torna 
mais permeável, em comparação com o estado normal, o que 
se verifica em muitos tumores [98]. Como resultado, os 
vetores com o tamanho adequado podem deixar o espaço 
vascular e acumular-se no espaço intersticial (figura 4). Este 
fenómeno é vulgarmente conhecido como efeito EPR 
(enhanced permeability and retention) [91, 97-99]. Uma vez 
fora da corrente circulatória, o fármaco pode ser libertado 
para as células tumorais [97]. 
  
Vetorização ativa A vetorização ativa requer a conjugação do transportador 
com ligandos específicos de recetores celulares do local alvo 
(figura 4). O sucesso da vetorização irá depender da seleção 
do ligando, que deverá ter alta afinidade e especificidade 
para um dado recetor celular e ser adequado para 
modificações  químicas por conjugação com o transportador 
[100]. São várias as substâncias que podem servir como 
ligandos: anticorpos, hormonas, moléculas carregadas, 
polissacarídeos, lipoproteínas [97]. Os anticorpos 
monoclonais constituem as moléculas mais frequentemente 
usadas [101]. A possibilidade de conjugação do 
transportador com vários tipos de ligandos oferece 
excelentes oportunidades para romper as barreiras 
fisiológicas e ter acesso a diferentes tecidos, seguindo-se a 
ligação ao recetor celular e internalização [100]. 
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Figura 4: Transporte de fármacos anticancerígenos para o tumor, através de vetorização 
ativa e  passiva. A vetorização passiva faz uso da permeabilidade aumentada dos vasos 
sanguíneos tumorais, permitindo a libertação do fármaco na proximidade do tumor. A 
vetorização ativa é conseguida através da funcionalização da superfície do vetor com 
moléculas que reconhecem recetores ou antigénios sobre-expressos nas células 
cancerígenas. Uma vez chegado à vizinhança do tumor, o vetor pode libertar o seu conteúdo 
próximo da célula (I); ligar-se ao recetor na membrana da célula e libertar o fármaco (II); ser 
internalizado na célula (III). São vários os tipos de vetores adequados para o transporte de 
fármacos. Adaptado de [102]. 
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Vários sistemas apresentam potencialidades que os tornam adequados para o uso 
como vetores de fármacos [102-106], sendo alguns exemplos ilustrados na figura 4. De 
entre todos eles, os lipossomas constituem um dos sistemas de maior importância. 
1.2. LIPOSSOMAS 
 Na década de 60, Alec Bangham e seus colaboradores observaram que 
fosfolípidos, em contacto com um meio aquoso, davam origem a estruturas em bicamada 
fechadas [107]. Mais ainda, demonstraram que a difusão de catiões e aniões univalentes 
através das paredes dessas mesmas estruturas era notavelmente semelhante à difusão 
ocorrida através das membranas biológicas [108]. Pouco tempo depois, estes sistemas 
receberam a designação de lipossomas [109]. Após o trabalho de Bangham, passaram a 
ser usados como modelos para o estudo das membranas celulares [109]. Em 1970, Sessa 
e Weissmann procederam com sucesso à incorporação de lisozimas no interior de 
lipossomas [110]. Os resultados de tal experiência foram um prenúncio para o potencial do 
uso destas estruturas na medicina [111] e assim, em 1971, Gregoriadis propôs a sua 
utilização como um sistema transportador de fármacos [112]. Desde então, e até aos dias 
de hoje, os lipossomas e as suas propriedades têm sido alvos de uma intensa investigação, 
a qual resultou na publicação de milhares de estudos e no desenvolvimento e aprovação 
de várias formulações de fármacos transportados em lipossomas [113]. 
1.2.1. CONSTITUIÇÃO E ESTRUTURA 
Os lipossomas são vesículas esféricas formadas por lípidos, os quais se organizam 
em uma ou mais bicamadas lipídicas, envolvendo um compartimento aquoso. Eles são 
caracterizados pela sua composição lipídica, distribuição do tamanho de partículas e 
número de lamelas, os quais ditam as suas características de estabilidade e interação 
[114]. Os lipossomas são compostos principalmente por fosfolípidos, moléculas anfifílicas 
formadas por uma cabeça hidrofílica e duas cadeias hidrofóbicas. Quando são dispersos 
em solução aquosa, devido à sua natureza anfipática, eles têm tendência para formar 
membranas. As regiões polares interagem com o ambiente aquoso, sendo dirigidas para o 
interior do núcleo e para a fase aquosa externa; por outro lado, as suas longas cadeias 
apolares ficam voltadas umas para as outras, formando a região interna da bicamada. Em 
solução aquosa, estas propriedades favorecem a formação de uma dupla camada lipídica 
(figura 5) [111, 115, 116]. 
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Figura 5: Representação da estrutura da bicamada fosfolipídica e de um lipossoma [117]. 
1.2.1.1. FOSFOLÍPIDOS 
Os glicerofosfolípidos constituem o grupo de fosfolípidos mais abundante nas 
membranas biológicas. Estruturalmente são compostos por uma zona apolar formada por 
dois ácidos gordos que se unem, por meio de uma ligação éster, aos carbonos 1 e 2 de 
uma molécula de glicerol. No hidroxilo do seu carbono 3 é estabelecida uma ligação 
fosfodiéster com um grupo altamente polar ou carregado. Da sua composição fazem parte 
um grupo fosfato, ao qual se encontra ligada uma molécula orgânica. Na figura 6 pode ser 
observada a estrutura geral de um glicerofosfolípido. Os ácidos gordos aí representados 
são meramente exemplificativos, uma vez que os fosfolípidos podem ser formados por uma 
grande variedade destas moléculas, as quais diferem no número de átomos de carbono e 
grau de insaturação. Variável é também a molécula orgânica ligada ao grupo fosfato, 
representada na figura 6 por X [118]. Na tabela 3 encontram-se alguns exemplos das mais 
frequentes, bem como a referência ao glicerofosfolípido que originam. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Estrutura geral de um glicerofosfolípido. X representa a molécula orgânica ligada 
ao grupo fosfato, a qual pode ser variável [119]. 
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Tabela 3: Exemplos dos glicerofosfolípidos mais comuns, nome e fórmula das respetivas moléculas 
orgânicas (X) que constituem os seus grupos polares e carga do lípido a pH neutro [119]. 
 
Glicerofosfolípido 
 
Nome de X Fórmula de X Carga pH neutro 
    
Ácido fosfatídico 
 
- (−H) -1 
 
Fosfatidilcolina 
 
Colina (−CH2CH2N
+(CH3)3)  0 
 
Fosfatidiletanolamina 
 
Etanolamina (−CH2CH2NH3
+)  0 
 
Fosfatidilglicerol 
 
Glicerol (−CH2CHOHCH2OH) -1 
 
Fosfatidilserina 
 
 
Serina (−CH2CHNH3
+COO−) -1 
 
    
 
A variação das moléculas orgânicas que constituem os grupos polares e das 
cadeias hidrocarbonadas que formam os ácidos gordos leva à existência de uma grande 
diversidade de fosfolípidos [119, 120]. Estes podem ser obtidos de fontes naturais ou 
produzidos sinteticamente [120]. A fosfatidilcolina trata-se de um dos lípidos mais 
abundantes nas membranas biológicas, sendo também um dos mais usados na 
preparação de lipossomas [117, 120]. É obtida de fontes naturais, mais propriamente da 
soja ou da gema do ovo [120]. 
Os fosfolípidos caracterizam-se por uma temperatura de transição de fase (Tc). 
Quando esta é atingida a membrana passa de uma fase gel-sólido, na qual a cadeia 
hidrocarbonada do lípido se encontra num estado ordenado, para uma fase de cristal-
líquido, onde as moléculas ficam com movimentos mais livres e os radicais hidrofílicos 
agrupados tornam-se completamente hidratados, tornando a membrana mais fluida e 
permeável [121]. Vários fatores afetam a Tc: a natureza do grupo polar; o comprimento e 
grau de saturação das cadeias hidrocarbonadas que formam os ácidos gordos (quanto 
maiores e saturadas foram as cadeias, maior a Tc); a pureza (quanto menos puro é o lípido, 
maior é o intervalo da Tc) [120]. Os fosfolípidos naturais são geralmente misturas de 
componentes com cadeias de hidrocarbonetos de diversos comprimentos [118]. Em tais 
casos é de esperar que as transições não sejam tão bem definidas, levando a um intervalo 
de Tc mais amplo, como acontece por exemplo com a fosfatidilcolina do ovo, cuja Tc varia 
entre -5 e -15 ⁰C [120]. O conhecimento deste parâmetro é de grande importância quando 
se trata de escolher os lípidos mais adequados para a preparação de lipossomas com as 
características pretendidas [114]. De facto, o comportamento de uma membrana 
lipossomal determina algumas das propriedades dos lipossomas tais como a 
permeabilidade, a fusão e a agregação, o que trará consequências ao nível da sua 
estabilidade e futuras aplicações [122]. 
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1.2.1.2. COLESTEROL 
O colesterol (figura 7) é o mais importante esterol presente nas membranas 
biológicas [117]. Juntamente com os fosfolípidos, este composto usualmente faz parte das 
membranas dos lipossomas. De facto, a sua adição à bicamada lipídica diminui a sua 
permeabilidade e aumenta a sua estabilidade, uma vez que induz o empacotamento dos 
fosfolípidos. Assim, o colesterol preenche os espaços vazios entre as moléculas 
fosfolipídicas, ancorando-as mais fortemente na estrutura [115, 123]. Esta influência do 
colesterol no comportamento das membramas lipossomais tem sido claramente 
comprovada [124, 125]. 
 
 
 
 
 
Figura 7: Estrutura química do colesterol [123]. 
1.2.2. CLASSIFICAÇÃO 
Os lipossomas podem ser classificados segundo o seu diâmetro e número de 
bicamadas lipídicas, os quais vão depender da sua composição e método de preparação 
[126]. Assim, quanto ao tamanho, as vesículas podem obter as seguintes designações: 
pequenas, quando apresentam um diâmetro compreendido entre 20 e 100 nm; grandes, 
se o seu tamanho está entre os 100 e 1000 nm; gigantes, quando o seu diâmetro ultrapassa 
1 μm, podendo estender-se até dezenas de μm. Os lipossomas podem ser constituídos por 
uma única bicamada lipídica – vesículas unilameres – ou por várias bicamadas – vesículas 
multilamelares. Atendendo então a estas duas propriedades, podem ser considerados 
vários tipos de lipossomas: vesículas unilamelares pequenas – SUV (small unilamellar 
vesicles), vesículas unilamelares grandes – LUV (large unilamellar vesicles), vesículas 
unilamelares gigantes – GUV (giant unilamellar vesicles). De grande importância são as 
vesículas multilamelares – MLV (multilamellar vesicles) – cujo método de preparação é o 
mais simples e imediato, podendo apresentar um diâmetro de 100 nm até vários μm [126]. 
Podem ser também distinguidas as vesículas oligolamelares – OLV (oligolamellar vesicles) 
– que apresentam um grande núcleo aquoso central rodeado por um pequeno número de 
bicamadas e, à semelhança das unilamelares, se subdividem em pequenas (SOV), 
grandes (LOV) e gigantes (GOV). Quando lipossomas mais pequenos são aprisionados 
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aleatoriamente em vesículas maiores originam-se os lipossomas multivesiculares – MVL 
(multivesicular liposomes) [116, 126]. 
Na figura 8 é apresentada uma representação esquemática dos tipos de lipossomas 
referidos no texto.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Representação esquemática dos vários tipos de lipossomas, classificados 
segundo o seu diâmetro e número de bicamadas lípidicas [127]. 
 
1.2.3. MÉTODOS DE PREPARAÇÃO 
A tabela 4 faz referência a alguns dos principais métodos usados para a produção 
de lipossomas. 
 
Tabela 4: Métodos de produção de liposomas e respetivo tipo de vesículas formado [118, 122]. 
 
Formação das vesículas Tipos de vesículas formados 
 
Hidratação do filme lipídico 
 
MLV 
 
Evaporação em fase reversa 
 
MLV, LUV 
 
Injeção do solvente orgânico 
 
MLV, LUV, SUV 
 
Desidratação-rehidratação 
 
 
MLV 
Redução do tamanho das vesículas  
 
Extrusão através de filtros de policarbonato 
 
LUV, SUV 
 
Homogeneização a alta pressão 
 
LUV, SUV 
 
Sonicação 
 
Principalmente SUV 
Purificação  
 
Diálise 
 
- 
 
Cromatografia 
 
- 
 
Ultrafiltração 
 
 
- 
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1.2.4. MÉTODOS DE CARACTERIZAÇÃO 
Após a obtenção dos lipossomas, é imprescindível proceder-se à sua 
caracterização fisico-química, de modo a podermos avaliar a qualidade do produto e tirar 
conclusões acerca do método de produção usado. São vários os parâmetros passíveis de 
estudo, sendo que o diâmetro médio da partícula, a carga elétrica de superfície, morfologia 
e eficácia de encapsulação do fármaco constituem alguns dos mais importantes. 
Tabela 5: Métodos de caracterização dos lipossomas [128, 129]. 
 
Característica Método 
Tamanho 
Microscopia eletrónica,  
Dynamic light scattering (DLS) 
 
Carga à superfície (Potencial zeta) 
 
Electrophoretic light scattering (ELS) 
 
Lamelaridade Microscopia eletrónica 
 
Eficácia de encapsulação do fármaco 
 
Cromatografia 
 
Morfologia Microscopia eletrónica 
Análise térmica Calorimetria diferencial de varrimento (DSC) 
 
 
1.2.5. APLICAÇÕES DOS LIPOSSOMAS: VETORIZAÇÃO DE FÁRMACOS 
 1.2.5.1. VANTAGENS 
Os lipossomas são dotados de características particulares que lhes conferem um 
grande potencial como vetores de fármacos. Para começar, estes sistemas têm sido alvo 
de um intenso estudo, pelo que já se encontram bem caracterizados ao nível das suas 
propriedades fisico-químicas e estruturais, reações de toxicidade e imunogenicidade e 
possíveis formas de administração in vivo. Assim, toda a informação disponível permite a 
escolha e conceção do sistema mais apropriado para cada finalidade. A sua estrutura dota-
os da capacidade de transportar fármacos hidrofílicos, no interior do seu núcleo interno 
aquoso, e também fármacos lipofílicos, aprisionados no interior da bicamada fosfolipídica 
[115].  
São biocompativeís, produzidos com lípidos presentes nas membranas biológicas, 
biodegradáveis e a eles está associada a baixa ocorrência de reações tóxicas e 
imunológicas [97, 101].  
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Sob o ponto de vista tecnológico, o seu fabrico utiliza matéria-prima acessível, 
podendo ser usados inúmeros métodos de preparação [126]. Os lipossomas podem 
incorporar fármacos com variadíssimas características, estando disponíveis várias 
estratégias a ser adotadas de acordo com a natureza do material a encapsular [122].   
A encapsulação do fármaco no interior do lipossoma protege-o dos fenómenos de 
degradação enzimática e inativação química e imunológica [116]. Assim, impedem que a 
substância ativa seja metabolizada antes de atingir o seu local de ação e, em simultâneo, 
minimizam a exposição das células saudáveis ao fármaco e seus potenciais efeitos tóxicos, 
o que contribui para aumentar o seu índice terapêutico [115]. 
 Os lipossomas podem sofrer modificações à sua superfície de modo a dotá-los de 
várias funcionalidades, incluindo o prolongamento na circulação sistémica (recurso à 
peguilação) o direcionamento para o local-alvo (uso de ligandos à sua superfície) e o 
aumento da internalização celular [130]. 
 
1.2.5.2. INTERAÇÃO LIPOSSOMA-CÉLULA 
O sucesso terapêutico de um fármaco transportado em lipossomas dependerá do 
modo como eles, alcançando o local alvo, irão interagir com as células para proceder à 
entrega do seu conteúdo. Fundamentalmente, são cinco os mecanismos de que os 
lipossomas se podem servir para estabelecer o contacto celular e cumprir a sua missão 
(figura 9). 
 
Adsorção – Os lipossomas podem associar-se à superfície celular, sem ocorrer a sua 
internalização, sendo a sua bicamada lipídica degrada por enzimas. Isto conduz à 
libertação do fármaco para o meio extracelular, o qual se pode difundir, graças a um 
gradiente de concentração, através da membrana rumo ao citoplasma [115]. A adsorção 
pode ser mediada por forças não específicas (por exemplo, interação eletrostática ou 
hidrofóbica – figura 9-b) ou por componentes específicos, como recetores da superfície 
celular que reconheçam e se liguem a moléculas da membrana dos lipossomas ou ligandos 
neles conjugados (figura 9-a) [131]. 
 
 
Fusão – A membrana lipossómica funde-se com a membrana plasmática da célula-alvo, 
havendo a liberação do seu conteúdo para o citoplasma (figura 9-c). Eventos secundários 
podem levar o fármaco a concentrar-se noutros compartimentos intracelulares, como os 
lisossomas [131, 132]. 
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Libertação por contacto – A membrana do lipossoma, ao contactar com a superfície 
celular, pode sofrer destabilização com um consequente aumento da sua permeabilidade. 
Como resultado, o seu conteúdo é libertado e pode entrar na célula via micropinocitose 
(figura 9-d) [113].  
 
 
Transferência lipídica – Este processo consiste na transferência de moléculas lipídicas 
entre os lipossomas e a membrana celular, sem o comprometimento da integridade da 
membrana nem a rutura do lipossoma (figura 9-e) [131]. 
 
 
Endocitose – Outra possibilidade é a internalização dos lipossomas por endocitose (figura 
9-f). Seguidamente pode ocorrer uma de duas opções: a fusão com os lisossomas, sendo 
que baixos valores de pH conduzem à degradação da membrana lipossómica, seguindo-
se a liberação do fármaco (figura 9-g); a destabilização do endossoma e consequente 
libertação do fármaco (figura 9-h) [131]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Representação dos mecanismos de interação entre o lipossoma e a célula. As 
letras apresentadas representam os seguintes processos: a – adsorção específica; b – 
adsorção não específica; c – fusão; d – libertação por contacto; e – transferência lipídica; f 
– endocitose; g – fusão com o lisossoma; h – destabilização do endossoma e consequente 
libertação do fármaco. [113] 
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1.2.6. INSTABILIDADE DAS FORMULAÇÕES LIPOSSÓMICAS 
 Um dos problemas principais que limitam o amplo uso é a instabilidade - física e 
química. Dependendo da sua composição, as formulações de lipossomas podem ter curtos 
“tempos de prateleira” devido a ela. A instabilidade química pode ser causada por hidrólise 
da ligação éster e/ou oxidação de cadeias acilo dos lípidos insaturados. A instabilidade 
física pode ser provocada por saída de fármaco a partir das vesículas e/ou a agregação ou 
a fusão das vesículas, formando partículas maiores. Ambos os processos influenciam o 
desempenho in vivo da formulação do fármaco, e, portanto, podem afetar o seu índice 
terapêutico [92]. Este problema associado à instabilidade das formulações lipossómicas 
parece ter uma solução: prolipossomas. 
1.3. PROLIPOSSOMAS 
O conceito de prolipossomas foi apresentado pela primeira vez por Nicholas Payne 
e colaboradores, em 1989, sob um título sugestivo “Proliposomes: A Novel Solution to an 
Old Problem” [133]. Os prolipossomas foram descritos como um produto granular, seco, de 
escoamento livre, sendo o pó constituído por lípidos, o fármaco e um material transportador 
solúvel em água (um açucar, por exemplo), que ao ser hidratado permite a formação de 
vesículas liposómicas multilamelares (MLV) [133, 134]. Na generalidade, as formulações 
lipossómicas podem sofrer uma variedade de reações adversas à sua estabilidade, 
incluindo agregação, oxidação e hidrólise dos fosfolípidos, o que limita o seu tempo de vida 
útil e torna questionável a sua utilidade como um produto comercializável. Neste caso, um 
sistema capaz de transportar o fármaco, concebido para minimizar potenciais problemas 
de estabilidade física e química seria ideal [133]. Assim, os autores descrevem os 
prolipossomas como uma potencial alternativa às formulações lipossómicas 
convencionais, que permitem evitar muitos dos problemas de instabilidade por elas 
apresentadas, uma vez que se tratam de partículas sólidas e secas, cujo propósito é serem 
hidratadas apenas imediatamente antes do uso. A sua administração pode ser feita por via 
intravenosa, ou por outras vias [133, 134]. O seu estado físico faz com que sejam sistemas 
versáteis, de fácil medição, distribuição e armazenamento, com possibilidades de fabrico 
rentável em larga escala e uso com uma vasta gama de substâncias ativas [134, 135]. Os 
prolipossomas podem também ser administrados no seu estado sólido, sendo que os 
lipossomas são formados in vivo, sob a influência dos fluidos fisiológicos [135].  
 Os prolipossomas são um sistema ideal para fármacos lipofílicos, sendo que depois 
da sua hidratação eles se concentram na membrana lipídica dos lipossomas formados 
[133]. As características dos prolipossomas irão depender da formulação usada para a sua 
preparação. A seleção de um material transportador adequado é um importante fator a 
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considerar. Este deve ser escolhido com base na sua porosidade e capacidade de 
acomodar os lípidos à sua superfície, de modo a que eles fiquem homogeneamente 
dispersos. Ser solúvel em água, de modo a facilitar a hidratação dos prolipossomas, e 
adequado para a via de administração que se pretende usar são outros dos requisitos que 
ele deve cumprir. Os açúcares constituem bons candidatos [133]. 
 Para que os prolipossomas possam atuar como um sistema veiculador de 
fármacos, é fundamental a escolha de metodologias de produção adequadas. O método 
clássico desenvolvido por Payne e o a técnica de spray drying são das mais utilizadas. 
 
1.3.1. MÉTODOS DE PRODUÇÃO 
Alguns dos métodos de produção dos prolipossomas estão indicados na Tabela 6. 
 
Tabela 6: Métodos de produção dos prolipossomas. 
Método 
 
Considerações 
 
Film deposition 
on carrier 
 
 Método originalmente usado por Nicholas Payne para a produção 
de prolipossomas [133]; 
 Envolve a preparação de uma solução de fosfolípidos e fármaco 
num solvente orgânico volátil [133]; 
 O material transportador (carrier) é colocado num evaporador 
rotativo, sendo que a solução orgânica de lípidos e fármaco vai 
sendo depositada sobre ele, seguindo-se a evaporação do 
solvente [133]; 
 Vários autores têm sido bem-sucedidos na preparação de 
prolipossomas usando este método [136-139]. 
Spray drying 
 
 O método de spray drying, ou secagem por atomização, consiste 
na atomização da solução, formando-se milhares de 
pequeníssimas gotas que, após evaporação do solvente nelas 
presente, originam partículas sólidas [140]. 
 Esta metodologia tem sido muito utilizada na produção de 
prolipossomas, principalmente para a via pulmonar [141, 142]. 
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1.3.3. APLICAÇÕES DOS PROLIPOSSOMAS 
 Apesar do conceito de prolipossomas ter surgido no final da década de 80, 
constituem uma matéria ainda pouco estudada. Enquanto possíveis sistemas de entrega 
de fármacos, oferecem as vantagens das formulações lipossómicas e resolvem os 
problemas de instabilidade por elas apresentados [133, 134]. Assim, as suas 
potencialidades merecem ser exploradas. 
 Uma revisão dos trabalhos científicos publicados nesta área mostra que eles 
incidem sobretudo em duas vertentes: desenvolvimento de prolipossomas para 
administração pela via pulmonar e oral. 
 
1.3.3.1.   VIA ORAL 
 A via oral continua a ser uma das escolhas preferidas para a administração de 
fármacos. Contudo, muitas substâncias ativas sofrem de problemas de biodisponibilidade 
devido à sua baixa solubilidade e estabilidade nos fluidos gastrointestinais, pobre 
permeação através desta barreira ou degradação hepática [135]. Várias metodologias têm 
sido adotadas para superar o desafio que este tipo de fármacos apresenta, sendo que 
inúmeros estudos mostram que os prolipossomas podem ser uma possível estratégia a 
considerar. Uma vez que são partículas sólidas, podem ser formulados em formas de 
dosagem como comprimidos e cápsulas, ocorrendo a posterior formação dos lipossomas 
in vivo, aquando do contacto com os fluidos biológicos [143]. Desta forma, os 
prolipossomas oferecem uma sinergia única entre a capacidade dos lipossomas 
encapsularem e protegeram os fármacos e o aumento da estabilidade que é assegurado 
pelas formas farmacêuticas sólidas [144]. 
Yanamandra et al. prepararam cápsulas e comprimidos com prolipossomas de 
lovastatina (usada no tratamento da hipercolesterolemia), o que resultou num aumento da 
biodisponibilidade do fármaco [145].  
Prolipossomas de cetoprofeno (anti-inflamatório) foram produzidos, com vista a 
aumentar a sua absorção e tolerância gástrica [143]. Os resultados do estudo mostraram 
a transformação do fármaco do estado cristalino para o amorfo, o que resulta num aumento 
da taxa de dissolução de moléculas insolúveis em água [143]. Os estudos de aborção in 
situ revelaram um aumento da aborção do cetoprofeno, com reduzida toxicidade gástrica 
[143]. 
 Vanić et. al usaram a técnica de spray drying para a preparação de prolipossomas 
de metronidazol (antibiótico), que usaram posteriormente para a produção de comprimidos 
[144].  
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 O antirretroviral tenofovir viu a sua permeabilidade aumentada, em estudos in vitro, 
quando administrado em prolipossomas [146]. 
Bobbala e Veerareddy usaram o método film deposition on carrier para a 
preparação de prolipossomas de isradipina (anti-hipertensor). A biodisponibilidade do 
fármaco administrado nestes sistemas foi aumentada em comparação com a suspensão 
de fármaco puro [137]. 
 Estudos de farmacocinética in vivo, efetuados em ratos, mostraram um aumento 
em três vezes da taxa de absorção do raloxifeno (usada no tratamento da osteoporose), 
quando administrado em prolipossomas [139]. 
 Estudos semelhantes foram feitos com prolipossomas de zaleplon (fármaco usado 
no tratamento de insónias), tendo-se demonstado um aumento da biodisponibilidade da 
substância ativa [135].  
 Tantisripreecha et al. empreenderam um estudo para conhecer a potencialidade do 
uso dos prolipossomas em comprimidos de libertação retardada para administração oral 
de proteínas. Para tal, foi usada a albumina sérica bovina. Os comprimidos mostraram ser 
completamente restituídos em lipossomas, com resistência suficiente para o ambiente 
hostil do trato gastrointestinal [147].  
 Prolipossomas de metoclopramida (antiemético) mostraram ser adequados para a 
produção de comprimidos de libertação controlada de moléculas altamente solúveis 
[148]. 
 Xu et al. desenvolveram prolipossomas de vimpocetina (tratamento e prevenção do 
AVC e outras doenças cerebrovasculares), o que resultou num aumento significativo da 
sua biodisponibilidade, em comparação com a suspensão do fármaco [149]. 
 Prolipossomas com o imunosupressor ciclosporina A foram desenvolvidos, com 
vista a ultrapassar os problemas de baixa solubilidade apresentados pelo fármaco. Os 
resultados destes estudos permitiram obter uma formulação prolipossomal estável, 
facilmente hidratável que permitiu aumentar a biodisponibilidade da substância ativa [150]. 
 Potluri e Betageri prepararam prolipossomas de progesterona. A formulação 
produzida permitiu aumentar a taxa de dissolução e transporte membranar da substância, 
como revelaram os estudos in vitro, onde se verificou um aumento de quatro vezes no seu 
transporte celular [151].  
 Os resultados destes estudos apresentados mostraram que os prolipossomas são 
um potencial sistema para possibilitar a administração oral de fármacos com baixa 
solubilidade em água. 
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 1.3.3.2. VIA PULMONAR 
 Os prolipossomas podem proporcionar um sistema de entrega eficiente para o 
tratamento de doenças pulmonares, oferecendo muitas vantagens como o facto de serem 
biocompatíveis, biodegradáveis e relativamente não-tóxicos. São compatíveis com o 
surfactante pulmonar (85% de fosfolípidos), aumentam o índice terapêutico dos fármacos 
devido à promoção da sua entrega celular e clearance lenta, o que minimiza ou elimina 
efeitos secundários, reduzindo a dose ou a frequência de dosagem, a toxicidade sistémica 
e os custos da terapia [152, 153]. 
 Elhissi e Taylor usaram o método film deposition on carrier para prepararem 
proliposomas para serem testados em nebulizadores. Mostraram que de facto estes 
sistemas oferecem um meio para a produção de formulações lipossómicas para entrega 
pulmonar de fármacos, através de um nebulizador [138]. 
 Prolipossomas de  vários fármacos usados no tratamento da tuberculose 
(rifapentina, pirazinamida, isoniazida) foram desenvolvidos, usando o método de spray 
drying [141, 154, 155]. Os prolipossomas de isoniazida mostraram ser potenciais 
candidatos para um tratamento alternativo da tuberculose, já que exibiram uma maior 
atividade terapêutico, quando comparados com o fármaco livre [141]. 
 Rojanarat et al. desenvolveram prolipossomas de levofloxacina, um fármaco usado 
no tratamento de segunda linha da tuberculose. Foi usado o método de spray drying para 
a sua produção, tendo-se obtido partículas com uma morfologia esférica quando na 
formulação a quantidade de manitol, usado como material transportador, excedia os 10%. 
Estudos de toxicidade in vivo efetuados em ratos mostraram a ausência de toxicidade renal 
e pulmonar associada à administração dos prolipossomas [142]. 
 Os prolipossomas, enquanto sistema de administração de fármacos para a via 
pulmonar, merecem de facto ser explorados já que oferecem oportunidades únicas na 
nanomedicina pulmonar, enquanto promovem uma libertação modificada do fármaco e 
promovem a sua estabilidade [142]. 
 
 
 1.3.3.3.  OUTRAS VIAS DE ADMINISTRAÇÃO 
 Jahn et al. desenvolveram prolipossomas para o tratamento tópico da dermatite 
atópica. Esta doença foi induzida em ratinhos e, o seu tratamento com a formulação 
lipossómica, formada após a hidratação dos prolipossomas produzidos, conduziu a um 
claro melhoramento no seu estado [156].  
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 Ning et al., através do método film deposition on carrier, produziram prolipossomas 
de clotrimazol para o tratamento da candidíase vaginal. Os resultados mostraram que a 
administração do fármaco nestes sistemas permitiu uma libertação prolongada do mesmo 
e o aumento da sua retenção na mucosa vaginal [157]. 
 Prolipossomas contendo sulfato de polimixina B, um fármaco hidrofílico, foram 
produzidos para administração intravenosa. Nefrotoxicidade, hepatoxicidade, 
neurotoxicidade e irritação local têm sido os maiores fatores limitantes para o uso deste 
fármaco. Estudos de toxicidade in vivo, efetuados em ratinhos, mostraram que a sua 
encapsulação nos lipossomas causou uma diminuinuição nos seus efeitos tóxicos [158]. 
 Prolipossomas para a administração transdérmica de levonorgestrel, um fármaco 
usado como contracetivo, foram produzidos. Os resultados mostraram o potencial destes 
sistemas para uma administração transdérmica eficaz de substâncias ativas hidrofóbicas 
[159]. 
 AmBisome® é um produto comercializado consistindo em anfotericina B lipossómica 
liofilizada, o qual é dissolvido e posteriormente administrado por via intravenosa. Da sua 
constituição fazem parte a fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol e a sacarose 
[160, 161]. 
 
 1.3.3.4. PROLIPOSSOMAS NO TRATAMENTO DO CANCRO 
 Alguns estudos envolvendo a preparação de prolipossomas para administração de 
fármacos quimioterápicos foram desenvolvidos. 
 Prolipossomas contendo SN-38 foram preparados. Esta molécula constitui um 
metabolito ativo do irinotecano com potente atividade anticancerígena. É insolúvel em água 
e muito tóxica, pelo que o seu transporte em lipossomas pareceu ser ideal para resolver 
estas limitações. Os prolipossomas foram preparados com sucesso e os estudos de 
farmacocinética sugeriram que os lipossomas formados após a sua hidratação 
aumentaram o tempo de circulação do fármaco, em comparação com uma solução de 
fármaco, o que contribui para manter a sua ação terapêutica [162]. 
 Prolipossomas contendo o antineoplásico teniposido foram avaliados, concluindo-
se ser um potencial sistema para a administração deste fármaco [163]. 
 Estudos envolvendo a preparação de prolipossomas de doxorrubicina foram 
realizados. Em ambos se verificou que a administração do fármaco nestes sistemas levou 
a uma diminuição da sua toxicidade aguda, sendo que num deles se demonstrou o 
aumento do seu efeito terapêutico, quando comparado com o fármaco livre [164, 165]. 
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 Prolipossomas de metotrexato foram produzidos e a formulação lipossómica 
resultante da sua hidratação foi administrada por via intravenosa em ratos. Os resultados 
dos estudos farmacocinéticos mostraram uma diminuição dos efeitos colaterais nos 
órgãos, em comparação com a administração do fármaco livre [166]. 
 Todos os estudos apresentados anteriormente são apenas alguns dos exemplos 
que mostram o potencial dos prolipossomas como sistemas de entrega de fármacos, o qual 
merece continuar a ser investigado. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pág. 31 
2. OBJETIVOS 
Atendendo à necessidade de serem criados novos sistemas de transporte de 
fármacos anticancerígenos, com vista a direcioná-los para as células alvo e causar menor 
toxicidade nos restantes tecidos, o propósito deste trabalho foi o desenvolvimento e 
caracterização de prolipossomas com paclitaxel. Neste âmbito, definiram-se os seguintes 
objetivos: 
 
 Desenvolver prolipossomas, com e sem paclitaxel, seguindo três metodologias: 
spray drying, freeze drying e film deposition on carrier; 
 Testar diferentes formulações variando as razões de lípidos e material 
transportador; 
 Caracterizar os lipossomas formados após a hidratação dos prolipossomas quanto 
ao seu diâmetro médio, potencial zeta, eficácia de encapsulação do fármaco e 
morfologia. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. MATERIAIS 
   Tabela 7: Materiais usados no trabalho experimental. 
 
 
 
 
 
 
 
Material 
  
 
 
 Fosfatidilcolina 
de ovo  
  
LIPOID E80 - Cedida pela LIPOID GMBH 
 
(para mais informações acerca do produto, consultar a ficha disponibilizada 
em Anexo I) 
 
 Colesterol 
  
Acofarma®  
 
 Manitol 
  
D-Mannitol ≥ 98%, SIGMA ALDRICH®  
 
 Paclitaxel 
  
MedChem Express 
 
(para mais informações acerca do produto, consultar as fichas 
disponibilizadas em Anexo II e III) 
 
 Etanol Absoluto 
  
Panreac, AppliChem GmBH 
 
 Metanol 
  
AnalaR NORMAPUR; BDH PROLABO ®, VWR CHEMICALS 
 
 Metanol (HPLC) 
  
HiPerSolv CHROMANORM; Grau de gradiente para HPLC; 
BDH PROLABO ®, VWR CHEMICALS 
 
 Água ultrapura 
  
(Tipo I); 18,2 μ.cm a 25 ℃; Milli-Q®; Merck Millipore 
 
 
3.2. MÉTODOS 
 Nesta seção serão apresentados todos os procedimentos experimentais usados na 
preparação dos prolipossomas e na caracterização dos mesmos, bem como dos 
lipossomas obtidos após a sua hidratação. Uma vez que algumas das metodologias usadas 
são mais específicas para a área do trabalho que desenvolvi, antes da descrição do seu 
procedimento experimental será feita uma pequena abordagem teórica das mesmas. 
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3.2.1. DOSEAMENTO DO PACLITAXEL 
 O PTX foi doseado usando o método de cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC) de fase reversa. Utilizou-se o aparelho Ultimate 3000, Thermo scientific DIONEX 
(figura x) e a coluna Mediterranea sea 18 (diâmetro das partículas internas: 3 μm; 
dimensões: 10 x 0,46 cm), Teknokroma. Os cromatogramas foram obtidos com recurso ao 
software Chromeleon (versão 6.80). A eluição usada foi isocrática. 
 O metanol e a água ultra pura foram os eluentes escolhidos e o fluxo de fase móvel 
usado foi de 1,0 mL/min. A escolha do tipo de coluna e restantes parâmetros referidos 
anteriormente foi feita com base no que se encontra descrito na literatura.  
 O comprimento de onda de deteção, a percentagem de eluentes e o volume de 
injeção foram testados. 
 Para a determinação do comprimento de onda de deteção do PTX foi preparada 
uma solução de fármaco em metanol/água (80:20) e traçado um espetro de absorção entre 
o intervalo de comprimentos de onda de 200 e 400 nm. 
 Para o teste dos volumes de injeção foi preparada uma solução de PTX com a 
concentração de 20 μg/mL e testados os volumes 10, 20, 30 e 40 μL. 
 As percentagens de metanol testadas foram de 75%, 80% e 85%.  
 Uma vez definidas as melhores condições (comprimento de onda 230 nm, volume 
de injeção de 30 μL e percentagem de metanol de 80% - ver resultados), elas foram usadas 
na avaliação de três parâmetros para validar o método de doseamento do PTX: linearidade, 
especificidade e precisão. 
 Para a avaliação da linearidade foram preparadas três soluções independentes com 
uma concentração de 60 μg/mL de fármaco. A partir de cada uma delas delas foi preparado 
um conjunto de padrões com as concentrações de 1,2 μg/mL; 1,6 μg/mL; 2,4 μg/mL; 2,7 
μg/mL; 3,0 μg/mL; 3,3 μg/mL e 3,6 μg/mL. Procedeu-se à injeção de cada um, por ordem 
crescente de concentração, quatro vezes. Com os resultados foi efetuada uma regressão 
linear com base na área do pico do PTX do cromatograma de cada padrão em função da 
sua concentração. A curva de calibração foi obtida através da média das três curvas 
padrão. Para a regressão linear foi usado o Método dos Quadrados Mínimos, sendo que a 
linearidade na amplitude de concentrações testadas foi avaliada através do valor de 
coeficiente de determinação (R2) e da soma do quadrado dos desvios. 
 Para a avaliação da precisão foi testado o parâmetro repetibilidade. Assim, no 
mesmo dia, foram injetadas três concentrações de PTX (2,7 μg/mL; 3,3 μg/MmL e 
3,6 μg/mL, três injeções cada).  
 Finalmente, a especificidade foi avaliada através da análise do pico do PTX, em 
três pontos distintos no cromatograma, e comparação dos mesmos. 
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3.2.2. PREPARAÇÃO DOS PROLIPOSSOMAS 
3.2.2.1. PREPARAÇÃO DA FORMULAÇÃO 
 Tal como foi exposto na seção 1.3, os prolipossomas consistem em partículas 
sólidas formadas por lípidos e um material transportador que, ao serem hidratadas, 
originam uma formulação lipossómica.  
 As matérias-primas escolhidas para o desenvolvimento dos lipossomas foram a 
fosfatidilcolina (PC) e o colesterol (CH), que representam a fração lipídica dos 
prolipossomas, e o manitol, usado como material transportador. Três métodos foram 
escolhidos para a sua preparação, os quais serão explorados nas próximas páginas: o 
método clássico de deposição do filme lipídico no transportador - film deposition on carrier 
(FDC), liofilização – freeze drying (FD) e secagem por atomização -spray drying (SD). 
 Foram preparadas várias formulações, variando as razões molares de PC e CH, as 
razões mássicas entre os lípidos e o manitol e a presença ou ausência de fármaco. 
Tabela 8: Constituição das formulações usadas na preparação dos prolipossomas. 
Formulação 
PC:CH 
Razão molar 
Lípidos:Manitol 
 Razão mássica 
PTX: Lípidos 
 Razão mássica (%) 
Método 
1 1:0 1:5 - FDC 
2 1:1 1:5 - FDC 
3 2:1 1:5 - FDC 
4 3:1 1:5 - FDC 
5 4:1 1:5 - FDC 
6 3:1 1:1 - FD 
7 3:1 1:2,5 - FD 
8 3:1 1:5 - FD 
9 3:1 1:10 - FD 
10 3:1 1:10 1 FD 
11 3:1 1:10 - FDC 
12 3:1 1:10 1 FDC 
13 3:1 1:10 - SD 
14 3:1 1:10 1 SD 
  
 Começaram por ser preparadas as formulações de 1 a 5, de forma a avaliar a 
influência de diferentes razões molares entre os lípidos PC e CH nos prolipossomas, mais 
propriamente nas características dos lipossomas formados após a sua hidratação que 
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foram avaliadas. Nestas formulações foi mantida a razão mássica lípidos:manitol de 1:5. 
Em cada formulação, o número de moles de lípidos total foi de 0,30 mmol. Assim, 
atendendo à razão molar de lípidos pretendida, foi calculado o número de moles de PC e 
CH necessários em cada uma delas. Posteriormente, efetuaram-se os cálculos das suas 
massas. A massa de manitol usada foi cinco vezes a massa total de lípidos. 
 
Tabela 9: Constituição das formulações usadas na preparação dos prolipossomas para testar 
diferentes razões molares de PC:CH. 
 
Formulação PC:CH 
Razão molar 
PC 
(mmol) 
CH 
(mmol) 
PC 
(mg) 
CH 
(mg) 
Manitol 
(mg) 
1 1:0 0,30 0,00 228,02 0,00 228,00 
2 1:1 0,15 0,15 114,01 58,00 172,01 
3 2:1 0,10 0,20 152,02 38,67 190,69 
4 3:1 0,225 0,075 171,02 29,00 200,02 
5 4:1 0,24 0,06 182,42 23,20 205,62 
 
  
 Os lípidos foram pesados usando uma balança analítica (Mettler Toledo) e 
posteriormente diluídos em etanol absoluto (10 mL). O manitol foi passado por um tamis 
de 125 μm, tendo sido usado apenas aquele que passou pela sua malha. 
 Terminados estes procedimentos, foram preparados prolipossomas usando o 
método FDC segundo o descrito na seção 3.2.2.2.1. 
 Os resultados da caracterização dos lipossomas formados após a hidratação dos 
prolipossomas levaram a que a razão molar PC:CH 3:1 fosse a escolhida para continuar a 
desenvolver o trabalho (ver resultados). 
 
 Foram preparadas as formulações de 6 a 9, para serem submetidas ao método FD, 
com o objetivo de avaliar a influência de diferentes razões mássicas entre os lípidos e o 
manitol nos parâmetros de caracterização testados. Foram preparadas soluções de 100 ml 
onde se manteve a razão molar PC:CH de 3:1, sendo o número de moles total de lípidos 
0,25 mmol. Por vezes, ao longo do trabalho, foi necessário preparar formulações com um 
maior volume. Esta concentração molar de lípidos de 2,5 mM foi mantida em todas elas. 
Os lípidos foram pesados e dissolvidos em etanol absoluto, num volume total de 15%, face 
ao volume total da solução. O manitol foi pesado, após passagem pelo tamis de 125 μm, 
adicionado à solução etanólica, perfez-se o volume com água e colocou-se a solução num 
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aparelho de ultrassons, durante 15 minutos. Terminados estes procedimentos, foram 
preparados prolipossomas usando o método FD segundo o descrito na seção 3.2.2.2.2. 
 
Tabela 10: Constituição das formulações usadas na preparação dos prolipossomas para testar 
diferentes razões mássicas de lípidos:manitol. 
 
Formulação PC:CH 
Razão molar 
Lípidos:Manitol 
 Razão mássica 
PC 
(mg) 
CH 
(mg) 
Manitol 
(mg) 
6 3:1 1:1 142,52 24,17 166,69 
7 3:1 1:2,5 142,52 24,17 416,73 
8 3:1 1:5 142,52 24,17 833,45 
9 3:1 1:10 142,52 24,17 1666,90 
 
 Os resultados da caracterização dos prolipossomas e dos lipossomas formados 
após a sua hidratação dos levaram a que a razão mássica lípidos:manitol fosse a escolhida 
para continuar a desenvolver o trabalho (ver resultados). 
 Finalmente, escolhidas a razão molar PC:CH e a razão mássica lípidos:manitol, 
foram preparadas as restantes formulações, 10 a 14. Aqui, foram produzidos, segundo os 
3 métodos, prolipossomas com e sem PTX, sendo que este apenas foi usado numa razão 
mássica de 1% em relação aos lípidos.  
 Para o método de SD as soluções foram preparadas como foi anteriormente 
descrito para o método de FD, com uma exceção: o manitol usado, ao invés de ser passado 
pelo tamis, foi sujeito anteriormente ao processo de SD, e só depois usado na solução. 
 Na preparação das formulações com PTX ele foi dissolvido no etanol absoluto, 
juntamente com os lípidos. 
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3.2.2.2. MÉTODOS DE PREPARAÇÃO DOS PROLIPOSSOMAS 
3.2.2.2.1. FILM DEPOSITION ON CARRIER 
Este constitui o método clássico de produção dos prolipossomas, originalmente 
usado por Nicholas Payne para a produção dos prolipossomas [133]. Na figura 10 está 
ilustrada a montagem necessária para pôr em prática esta metodologia. O material 
transportador (carrier) é colocado num balão de fundo redondo, num evaporador rotativo. 
É feita uma ligação, através da unidade do condensador entre um sistema que permita 
dispender a solução lipídica em volumes controlados (uma ampola de decantação, por 
exemplo) e o balão onde se encontra o carrier. Assim, a solução orgânica que contém os 
lípidos e o fármaco vai caindo sobre o carrier, sendo que o solvente orgânico evapora, 
obtendo-se no final partículas sólidas (prolipossomas). Este processo ocorre sob vácuo, 
sendo que o banho de água deve estar a uma temperatura adequada, em concordância 
com as características das matérias-primas que compõem a formulação [133, 167]. 
 
Figura 10: Esquema da montagem para a preparação de prolipossomas segundo o método 
FDC [167]. 
Para a preparação dos prolipossomas usando esta metodologia foi montado no 
laboratório um sistema semelhante ao apresentado na figura 11. O procedimento usado 
baseou-se no que foi apresentado por Song et al., inspirado no método clássico, com 
apenas algumas modificações [167]. O manitol foi colocado no balão de fundo redondo e 
deixado secar, durante 30 minutos, sob vácuo, a uma temperatura de 80⁰C. Terminado 
este passo, a solução etanólica de lípidos ou lípidos e PTX contida na ampola de 
decantação foi sendo lançada sobre o manitol. Depois de toda a solução ter sido 
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introduzida, verificando-se que todo o material contido no balão estava seco, procedeu-se 
ao seu armazenamento num frasco de vidro e colocação num exsicador. 
 
Figura 11: Sistema montado para a preparação de prolipossomas segundo o método FDC. 
A – Vista geral de toda a montagem; B – Ampola de decantação contendo a solução lipídica; 
C – Balão de fundo redondo, onde se encontra o manitol misturado com solução lipídica. 
3.2.2.2.2 FREEZE DRYING 
O método de freeze drying (FD), ou liofilização, é um processo de secagem a baixas 
temperaturas, baseado nos princípios de transferência de calor e massa, usado para a 
conversão de soluções em sólidos. Para tal, a amostra é congelada e o solvente, 
geralmente água, é removido por sublimação e dessorção, geralmente sob pressão 
reduzida [168]. Os princípios básicos que governam este método focam-se no diagrama 
de fases da água, mostrado na figura 12. Existe um ponto, denominado ponto triplo 
(marcado a vermelho), onde a água coexiste nos três estados: sólido, líquido e gasoso. 
Analisando o diagrama torna-se claro que para todos os pontos da linha abaixo deste ponto 
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(marcada a azul), a água coexiste nas fases sólida e gasosa. Assim, trabalhando em 
condições de temperatura e pressão abaixo do ponto triplo, é possível obter a sublimação 
do gelo [168].  
Figura 12: Parte de um diagrama de fases da água, onde é destacado o ponto triplo [169]. 
 
 O método de FD envolve três etapas principais. A primeira consiste numa fase 
de congelamento, onde a solução é arrefecida até uma temperatura que permita que 
todo o material fique num estado congelado. Segue-se uma etapa de secagem 
primária, onde é fornecido calor ao sistema e os cristais de gelo, formados na fase 
anterior, são removidos por sublimação sob vácuo. O processo termina com a secagem 
secundária, onde a água não congelada é removida por dessorção [168].  
Um freeze dryer ou liofilizador consiste, geralmente, numa câmara de secagem com 
prateleiras de temperatura controlada, a qual está ligada a um condensador, que por sua 
vez contacta com uma bomba de vácuo, a qual permite que sejam atingidas as pressões 
requeridas em todo o sistema, durante a operação [170]. 
 A escolha das condições em que cada etapa ocorre é um parâmetro crítico para o 
sucesso do processo. É essencial programar o aparelho de forma a assegurar que o ponto 
final de cada etapa ocorre antes do começo da seguinte, por exemplo, que a secagem 
primária não começa antes de todo o material ter sido congelado. A otimização do processo 
reside no conhecimento dos seus parâmetros e nas propriedades da formulação [171]. 
 Para a preparação dos prolipossomas usando esta metodologia foi usado o 
aparelho apresentado na figura 13. As soluções foram colocadas em frascos de vidro, 
próprios para o efeito, e os mesmos foram cobertos com parafilme, no qual se aplicaram 
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pequenos furos. As condições a que ocorreu o processo foram as descritas abaixo. Após 
o término do processo, os prolipossomas foram guardados em frascos de vidro e colocados 
no exsicador. 
 
 Etapa de congelamento 
- Temperatura: -30⁰C 
- Tempo: 120 minutos 
- Temperatura do condensador: -60⁰C 
- Vácuo: 150 mT 
 
 Secagem primária 
 - Temperatura: 20⁰C 
 - Tempo: 1200 minutos 
 - Vácuo: 150 mT 
 
 Secagem secundária  
 - Temperatura: 25⁰C 
 - Tempo: 1200 minutos 
 - Vácuo: 100 mT 
 
 
 
Figura 13: Aparelho AdVantage 2.0 Bench Top FreezeDryer, Virtis SP SCIENTIFIC [172]. 
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3.2.2.2.3. SPRAY DRYING 
A secagem por atomização, vulgarmente conhecida pela denominação inglesa 
spray drying (SD), é uma das tecnologias disponíveis para a conversão de um líquido 
(solução, suspensão ou emulsão) num sólido (pó), caracterizando-se por três etapas 
principais. O líquido é continuamente dividido em pequeníssimas gotas, um processo 
designado por atomização, as quais são lançadas no interior de uma câmara de secagem, 
onde contactam com uma corrente de gás quente. Quando uma massa suficiente de líquido 
tiver evaporado, o material sólido remanescente forma uma partícula sólida seca, 
terminando o procedimento com a sua separação e recolha [173]. 
O processo de SD convencional é limitado no que respeita à produção de partículas 
com tamanho inferior a 2 μm, devido ao tipo de atomizadores comummente usados e ao 
ineficiente sistema de recolha para partículas de reduzidas dimensões [174]. As novas 
tecnologias no sistema de atomização, aquecimento e coletor de partículas do Nano Spray 
Dryer B-90, a mais recente geração de spray dryers à escala laboratorial desenvolvida pela 
Büchi (figura 14), fez da técnica de SD à escala nanométrica uma realidade [175, 176]. A 
figura 14 ilustra os princípios funcionais do aparelho, os quais serão discutidos 
seguidamente.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Representação do funcionamento do Nano Spray Dryer B-90. Adaptado de [177] 
Este aparelho apresenta um sistema de atomização inovador: um cristal 
pizoelétrico, quando sujeito a uma frequência ultrasónica, causa a oscilação de uma fina 
membrana com poros de 4, 5,5 ou 7 μm. Como resultado dessa vibração, à passagem do 
líquido pela membrana ele é convertido em milhões de gotas, cujo tamanho é 
correspondente ao dos orifícios da mesma [175]. Finda a atomização, as gotas viajam ao 
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longo da câmara de secagem, onde entram em contacto com o ar quente. O sistema de 
aquecimento do Nano Spray Dryer B-90 opera segundo um princípio de fluxo laminar. A 
configuração vertical da câmara permite um tempo de exposição eficiente para se dar a 
secagem das gotas e a consequente formação das partículas sólidas [175]. A sua 
separação, por sua vez, envolve o uso de um coletor eletrostático, constituído por um 
elétrodo aterrado (câtodo) e um elétrodo cilíndrico de recolha (ânodo). A presença de uma 
alta voltagem em torno do coletor de partículas cria um campo eletrostático que acelera a 
deposição das partículas, carregadas negativamente, sobre a parede interior cilíndrica do 
coletor [178].  
 
 A preparação de prolipossomas usando o método de SD foi efetuada num aparelho 
Nano Spray Dryer B-90 (figura 16) e seguiu a metodologia usada por [141], com algumas 
modificações. Uma solução de manitol com a concentração mássica de 1% foi preparada, 
procedendo-se em seguida à sua secagem, através da técnica de SD. As condições 
experimentais usadas foram as seguintes:  
 
Temperatura: 80 ℃                                                                                                             
Fluxo gás: 90 L/min 
Pressão: 30 mbar 
Membrana do atomizador: 7 μm 
 
 Em seguida, este manitol foi usado na preparação da solução a atomizar. As 
condições usadas foram as mostradas anteriormente, com exceção para a membrana do 
atomizador usada, cujo diâmetro dos poros foi de 5,5 μm. Terminado o processo, o 
aparelho foi desmontado para remoção do cilindro interno, de onde as partículas foram 
recolhidas com a ajuda de um “raspador” (Nano particle Scraper) (figura 15). Na página 
web da Buchi está disponível um vídeo onde é possível observar todo o processo de 
funcionamento do aparelho e recolha das partículas formadas [177]. Findo o processo, os 
prolipossomas foram recolhidos para frascos de vidro e guardados no exsicador. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15: Nano particle scraper, usado para a recolha das partículas [179].   
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Figura 16: Nano Spray Dryer B-90, Büchi Labortechnik AG [177]. 
 
3.2.3. HIDRATAÇÃO DOS PROLIPOSSOMAS 
 Os prolipossomas foram hidratados em água ultra pura. Foram pesados 12 mg para 
um tubo Falcon e hidratados com 2 ml, seguindo-se 1 minuto de agitação manual. Findo 
este processo, a amostra foi filtrada com um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 μm 
(Minisart®), de forma a destruir possíveis agregados existentes. 
3.2.4. CARACTERIZAÇÃO 
3.2.4.1. DETERMINAÇÃO DO DIÂMETRO MÉDIO E POLIDISPERSÃO 
3.2.4.1.1. DYNAMIC LIGHT SCATTERING (DLS) 
A técnica de dynamic light scattering (DLS) é utilizada para a medição do tamanho 
de partículas, tipicamente na escala nanométrica. Quando as partículas se encontram 
dispersas num líquido, movimentam-se de forma aleatória, devido aos choques com as 
moléculas do solvente, o que se designa por movimentos Brownianos. O método de DLS 
avalia a velocidade à qual elas se difundem no líquido, devido a estes movimentos, 
velocidade essa que é dependente do seu tamanho. O conceito é simples: uma luz incide 
sobre a amostra a ser avaliada e é medida a flutuação da intensidade da luz dispersa. 
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Quanto maiores forem as partículas, mais lentos serão os seus movimentos e, 
consequentemente, mais lentas serão as variações na intensidade da luz ao longo do 
tempo. Este fenómeno encontra-se ilustrado na figura 17 [180].  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17: O fundamento da técnica de DLS baseia-se nas variações da intensidade da luz 
dispersa pelas partículas, as quais se relacionam com o tamanho das mesmas: partículas 
menores correspondem a maiores velocidades na flutuação da intensidade luminosa [181]. 
 
A velocidade dos movimentos Brownianos das partículas é definida pelo seu 
coeficiente de difusão (D). Assim, o seu tamanho pode ser calculado através deste 
coeficiente, usando a equação de Stokes-Einstein (equação 2.1). k refere-se à constante 
de Boltzmann; T e  à temperatura e viscosidade das amostras, respetivamente; D ao 
coeficiente de difusão, o qual é calculado pelo aparelho de DLS, com base nas variações 
na intensidade da luz. Conhecidos todos os parâmetros, é obtido o diâmetro hidrodinâmico 
da partícula d(H). 
 
 
                     (2.1) 
 
 
Um aparelho de DLS típico deve ser provido de um sistema ótico adequado, entre 
outros componentes. Primeiramente, um laser fornece uma fonte de luz que ilumina a 
amostra contida numa célula, sendo a luz dispersa pelas partículas medida por um detetor. 
Um atenuador aumenta ou diminui a intensidade da fonte luminosa, quando a amostra está 
diluída ou concentrada, respetivamente, de modo a garantir que a luz dispersa está dentro 
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do intervalo específico que lhe permite ser corretamente medida pelo detetor. Esta medição 
é passada para o correlador, o qual compara a intensidade da luz em intervalos de tempo 
sucessivos, para derivar a velocidade a que a intensidade é variável. Um software analiza 
os dados e deriva as informações referentes ao tamanho das partículas, sendo que os 
resultados correspondem, tipicamente, ao valor médio da distribuição de tamanhos, 
conhecido como z-average, e ao índice de polidispersão, variável entre 0 e 1, o qual 
descreve a largura da distribuição, dando-nos portanto indicações da homogeneidade dos 
tamanhos [180]. 
 
 Cada amostra foi diluída numa proporção de 1:10 com água ultra pura e colocada 
numa cuvete para medição. Por cada amostra, o diâmetro médio (z-average) e o índice de 
polidispersão foram medidos 5 vezes, sendo os dados recolhidos pelo programa 
informático Brookhaven Instruments – Zeta Pals Particle Sizing e expressos em média ± 
desvio padrão. 
3.2.4.2. DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL ZETA 
O potencial zeta (PZ) é uma propriedade física, presente em qualquer partícula em 
dispersão e reflete o potencial elétrico da superfície das partículas. O PZ dá uma indicação 
da estabilidade do sistema coloidal. Quando as partículas em suspensão têm um PZ 
elevado (negativo ou positivo), há a tendência para prevalecerem forças de repulsão, ou 
seja, as partículas tendem a repelirem-se. Assim, a tendência para as partículas se 
aglomerarem é reduzida e a estabilidade da dispersão é elevada [180]. 
 A amostra foi colocada numa cuvete, onde é inserido um elétrodo e a medição foi 
feita 6 vezes, pelo mesmo aparelho da DLS, mas com um programa informático diferente, 
BIC PALS Zeta Potencial Analyzer. Os resultados são expressos em média ± desvio 
padrão. 
3.2.4.3. EFICÁCIA DE ENCAPSULAÇÃO  
 220 mg de prolipossomas foram pesados e diluidos em 2 ml de água ultra pura. As 
amostras diluídas foram filtradas, por um filtro de membrana de nitrocelulose de 5 μm 
(Minisart®) para rejeitar o PTX não incorporado. De seguida procedeu-se à diluição com 
metanol numa proporção de 1:8 e posterior agitação manual, para que ocorrese a 
libertação do PTX que se encontrava encapsulado nos lipossomas. A mistura obtida foi 
centrifugada (5000 rpm durante 15 min) (Thermo SCIENTIFIC HERAEUS) e o 
sobrenadante filtrado (filtro PTFE de 0,45 μm, OlimPeak®) para obtenção de uma solução 
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de PTX. As amostras obtidas foram diluídas com uma solução de metanol/água (80/20) 
numa proporção de 1:2 e avaliadas por HPLC, sendo cada amostra injetada três vezes. A 
análise por HPLC das amostras foi feita nas mesmas condições do doseamento do PTX. 
Por extrapolação da reta obtida na curva de calibração, obteve-se a concentração de PTX 
real. A concentração teórica do PTX é calculada tendo em conta a quantidade de PTX 
colocado aquando da produção dos prolipossomas e as diluições efetuadas ao longo do 
procedimento para a determinação da eficácia de incorporação. Sendo assim, a eficácia 
de encapsulação (EE) é calculada através da seguinte fórmula 
 
𝐸𝐸(%) =
𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑛𝑜 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑎𝑑𝑜 [𝜇𝑔 / 𝑚𝑙]
𝑐𝑜𝑛𝑐. 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎 𝑛𝑎 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎çã𝑜 [𝜇𝑔 / 𝑚𝑙]
× 100 
 
3.2.4.4. CRYO-SEM 
A análise foi realizada utilizando o Microscópio Eletrónico de Varrimento de alta 
resolução, com Microanálise por Raios X e sistema para observação de amostras a baixa 
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500), no Laboratório 
de Microscopia Eletrónica de Varrimento e Microanálise por Raios X  do Centro de 
Materiais da Universidade do Porto (CEMUP). 
As amostras foram rapidamente arrefecidas (mergulhada em azoto líquido) e 
transferidas, em vácuo, para a câmara de preparação de amostra com a platina arrefecida. 
Posteriormente, foram fraturadas, sublimadas durante 120 s a -90°C, e revestidas com 
Au/Pd, por pulverização iónica, durante 35 s e com uma corrente elétrica de 12 mA. As 
amostras foram depois transferidas para a câmara do SEM e a observação foi feita a uma 
temperatura de -150°C. 
3.2.4.5. DSC 
 O aparelho utilizado neste trabalho foi o DSC 200 F3 Maia®, NETZSCH constituído 
por um duplo forno com duas posições, uma para o cadinho da amostra a analisar e outra 
para o cadinho de referência, que normalmente se encontra vazio. O resultado da análise 
traduz-se num termograma. As amostras foram pesadas num cadinho de alumínio, que foi 
posteriormente fechado e colocado no forno. As amostras foram submetidas a um 
programa de temperatura entre -40°C a 270°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min. 
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3.2.4.6. SEM 
O exame SEM / EDS foi realizado utilizando o Microscópio Eletrónico de Varrimento 
ambiental, de alta resolução (Schottky), com Microanálise por Raios X e Análise de 
Padrões de Difracção de Electrões Rectrodundidos: Quanta 400FEG ESEM / EDAX 
Genesis X4M no Laboratório de Microscopia Eletrónica de Varrimento e Microanálise por 
Raios X  do Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP). 
 As amostras foram revestidas com filme fino de Au/Pd, por pulverizacão catódica 
(sputtering), utilizando o equipamento SPI Module Sputter Coater. 
 
3.3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Os resultados foram analisados estatisticamente recorrendo ao teste paramétrico, 
t-student ou ANOVA quando se tratava de duas amostras ou mais, respetivamente, após 
a confirmação de normalidade e homogeneidade da variância com os testes de 
Shapiro-Wilk e Levene. Diferenças entre mais de dois grupos foram comparadas utilizando 
um teste post hoc (Tukey HSD). As amostras foram analisadas usando um nível de 
significância de 95% (α= 0,05). Todas as análises estatísticas foram realizadas com o 
programa informático SPSS (v 21.0; IBM, Armonk). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1. DOSEAMENTO DO PACLITAXEL  
 Para determinar o volume de injeção a usar no método cromatográfico de 
doseamento do PTX foram testados quatro volumes diferentes, como referido no capítulo 
2. Na tabela seguinte, encontram-se registados os resultados dos parâmetros 
cromatográficos: tempo de retenção - tr, área, altura, pratos teóricos e simetria. A fase 
móvel usada foi 80/20% (v/v) (metanol/água). 
 Devido ao baixo coeficiente de variação apresentado pelo volume de 30 μL, na 
maioria dos parâmetros, este foi o valor escolhido (Tabela 11). 
 
Tabela 11: Média e coeficiente de variação (c.v.) do tempo de retenção - tr, área, altura, pratos 
teóricos e simetria, determinados para os volumes de injeção de 10, 20, 30 e 40 μL.  
  
Volume de injeção (μL) 
10 20 30 40 
tr 
Média 2,61 2,61 2,61 2,61 
c.v. 0,19% 0,07% 0,09% 0% 
Área 
Média 3,59 7,77 11,75 15,87 
c.v. 4,97% 2,87% 0,86% 1,09% 
Altura 
Média 27,98 47,06 55,45 58,14 
c.v. 4,06% 1,25% 0,75% 0,33% 
Pratos Teóricos 
Média 2767,67 1579,33 898,33 512 
c.v. 2,76% 4,43% 0,46% 1,89% 
Simetria 
Média 1,26 1,26 1,13 0,95 
c.v. 1,21% 0,92% 1,85% 3,20% 
k' 
Média 1,18 1,18 1,17 1,18 
c.v. 0,49% 0% 0,49% 0% 
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 No que diz respeito ao estudo da percentagem de metanol na fase móvel, foram 
testadas três percentagens do eluente e avaliado o seu fator de retenção k’. Como é 
possível observar na figura 18, o valor de k’ para a percentagem de metanol de 85% foi 
inferior a 1. Dado que o valor do fator de retenção deve ser superior a 1, esta condição 
ficou excluída. Assim, a escolha prendeu-se entre as duas percentagens restantes, 75% e 
80%. Uma vez que uma maior percentagem de metanol na fase móvel significa tempos de 
corrida mais curtos, com a consequente economização de tempo e reagentes, foi escolhida 
a percentagem de metanol de 80% 
 
Figura 18: Representação gráfica do fator de retenção em função da percentagem de 
metanol da fase móvel. 
 
 O espetro de absorção do paclitaxel efetuado entre o intervalo de comprimentos de 
onda de 200 a 400 nm, mostrou um pico próximo dos 230 nm, o que está de acordo com 
a literatura [182]. 
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Figura 19: Espetro de absorção do paclitaxel entre os 200 e 400 nm.  
 O pico do PTX foi analisado em três pontos no cromatograma, de modo a avaliar a 
especificidade. Verifica-se que os três espetros se sobrepõem, indicação de que não 
existem interferências de outras substâncias, demonstrando assim a especificidade do 
método para o doseamento do paclitaxel (figure 20). 
 
Figura 20: Cromatograma do PTX e espetros de absorção em cada ponto escolhido. 
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 Dentro das mesmas condições analíticas, a medida da proximidade dos valores das 
determinações efetuadas permite-nos avaliar a precisão do método. A precisão pode ser 
avaliada pela repetibilidade, precisão intermédia ou reprodutibilidade. Neste caso, foi 
avaliada a repetibilidade, usando três soluções com diferentes concentrações de PTX, as 
quais foram injetadas três vezes, sendo que os ensaios foram realizados no mesmo dia e 
com curtos espaços de tempo. Pela análise dos resultados apresentados na tabela 12 
vemos que os coeficientes de variação são bastante baixos, pelo que podemos concluir 
que o método analítico de doseamento de PTX é preciso. 
Tabela 12: Valores das áreas dos picos do PTX de três amostras, analisadas no mesmo 
dia. 
 
Área (mAU*min) 
 
 
Média ± C.V. 
Conc. PTX 
(μg/mL) 
Injeção 1 Injeção 2 Injeção 3 
2,7 2,060 2,054 2,061 2,061 ± 0,3% 
3,3 2,554 2,535 2,549 2,553 ± 0,7% 
3,6 2,785 2,777 2,782 2,781 ± 0,1% 
 
 Os resultados da curva de calibração efetuada são apresentados em seguida. O 
procedimento para a sua obtenção encontra-se descrito no capítulo 2. O coeficiente de 
determinação (R2) conseguido foi de 0,9974 e a soma do quadrado dos desvios foi de 
0,0044. Este valor é um indicativo da existência de linearidade na amplitude de 
concentrações testada e portanto da possibilidade de determinar a concentração de PTX 
numa solução através da equação da reta. Esta foi obtida através da média de três curvas 
independentes (ver anexos).  
y= 0,9146 x – 0,2393 
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Figura 21: Curva de calibração do paclitaxel. Equação da reta: y= 0,9146 x – 0,2393. 
 
4.2. SELEÇÃO DE MATERIAIS 
 O primeiro passo na preparação dos prolipossomas envolveu a seleção das 
matérias-primas a utilizar. Foram escolhidos os lípidos fosfatidilcolina de ovo e colesterol 
e, como material transportador (carrier) segundo a designação inglesa, foi selecionado o 
manitol.  
 A fosfatidilcolina trata-se de um dos lípidos mais abundantes nas membranas 
biológicas, facto que explica a razão pela qual ela é tão utilizada na preparação de 
lipossomas [120]. De facto, ela apresenta capacidade de mimetizar o comportamento das 
membranas, é biocompatível e biodegradável. Tratando-se de um fosfolípido natural, 
existem vantagens e inconvenientes associados ao seu uso, em comparação com os 
fosfolípidos sintéticos. As suas principais desvantagens prendem-se com a sua menor 
pureza e natureza relativamente instável, já que podem ser metabolizados em 
lisofosfolípidos no processo de uso e armazenamento. No entanto, os fosfolípidos naturais 
têm uma grande vantagem face aos sintéticos: o seu preço é relativamente baixo [120]. 
Evidentemente que este foi um aspeto tido em conta. Decidida a opção de usar um 
fosfolípido natural, havia a possibilidade de escolha entre a fosfatidilcolina de ovo e a de 
soja. Contudo a opção recaiu sobre a primeira, por várias razões: a fosfatidilcolina de soja 
apresenta um maior conteúdo de ácidos gordos, pelo que é mais difícil obter lipossomas 
de qualidade formados por ela [183]. Comparados com outros fosfolípidos, os lipossomas 
formados com fosfatidilcolina de ovo contribuem para a fusão com a membrana 
 A presença de colesterol nas membranas dos lipossomas é muito vantajosa, uma 
vez que permite a sua estabilização, reduzindo a possível fuga do fármaco do seu interior. 
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De facto, o colesterol aumenta o grau de orientação das caudas hidrofóbicas dos lípidos, 
o que conduz a um aumento da densidade e menor permeabilidade da membrana. Por 
esse motivo, ele é frequentemente usado em formulações de lipossomas com o objetivo 
de diminuir a fluidez da membrana e assim fornecer propriedades favoráveis de retenção 
do fármaco. A prova disso mesmo são os exemplos de alguns produtos lipossómicos 
aprovados, principalmente para fármacos anticancerígenos, em que o colesterol é usado 
na formulação [123]. O empacotamento induzido pela presença do colesterol permite que, 
in vivo, seja inibida a transferência de lípidos dos lipossomas para as lipoproteínas de alta 
e baixa densidade. Além disso, o colesterol pode ser utilizado para ancorar outras 
moléculas, tais como o polietilenoglicol, para aumentar o tempo de circulação dos 
lipossomas, ou outros ligandos com vista a direcioná-los para locais alvo [115].  
 O manitol é um açucar bastante usado na preparação de prolipossomas e com um 
preço acessível, motivos pelos quais foi usado como excipiente [137, 139, 143].  
 
4.3. SELEÇÃO DOS MÉTODOS DE PRODUÇÃO DOS PROLIPOSSOMAS 
 O método FDC foi usado para a produção dos prolipossomas uma vez que é o 
método de referência, originalmente descrito por Nicholas Payne e colaboradores, 
pioneiros no estudo destes sistemas [133]. Estão descritas algumas desvatagens do 
método, nomeadamente o facto de ser um procedimento moroso. Ainda assim, fez todo o 
sentido incluí-lo como metodologia neste trabalho. 
 O método de FD apresenta uma série de vantagens. Em primeiro lugar trata-se de 
um método já muito bem estabelecido [184], que permite a produção de uma grande 
quantidade de produto [185]. É adequado para compostos termolábeis e permite obter um 
produto final com uma taxa de humidade muito baixa [186]. Os produtos liofilizados têm 
uma estrutura muito porosa, o que contribui para a sua rápida e completa dissolução 
quando hidratados [185]. 
 O método de SD tem a grande potencialidade de combinar a engenharia de 
partículas e a secagem num só passo [187], sendo capaz de produzir partículas com uma 
morfologia esférica [140]. Além disso, o Nano Spray Dryer B-90 foi especialmente 
concebido para a produção de nanopartículas [176].  
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4.4. DESENVOLVIMENTO DA FORMULAÇÃO: CARACTERIZAÇÃO 
 O método de produção é uma das etapas a ter em conta no desenvolvimento de 
uma formulação farmacêutica. Os métodos de preparação selecionados foram FDC, FD e 
SD. 
 Para o desenvolvimento dos prolipossomas neste trabalho o ideal seria testar, com 
cada um dos métodos, diferentes formulações com variações na razão molar dos lípidos e 
na quantidade de manitol usado. Infelizmente, o tempo disponível para a elaboração do 
trabalho foi reduzido e a disponibilidade dos aparelhos não foi total, o que obrigou a optar 
por uma outra abordagem: fazer um estudo prévio, com apenas um processo, e escolher 
a melhor formulação para a continuação dos estudos. Foi selecionado o método FDC para 
produzir prolipossomas para o estudo das diferentes razões molares de PC:CH. A sua 
escolha baseou-se no facto de ser considerado o método clássico para a produção de 
prolipossomas [133]. Foram então preparados prolipossomas com diferentes formulações, 
mantendo constante a quantidade de manitol e variando as razões molares dos lípidos, 
como explicado no capítulo 2. Obtidos os prolipossomas, o próximo passo foi proceder à 
sua hidratação, para formação dos lipossomas e sua posterior caracterização. Pensou-se 
que a hidratação seria provavelmente um dos fatores que influenciariam as características 
dos lipossomas, especialmente ao nível do seu tamanho médio. Assim, foram testados três 
volumes de hidratação diferentes: 15 mg de prolipossomas da mesma formulação foram 
pesados e hidratados em 1,5 mL de água ultra pura (Hidratação A), 15 mL (Hidratação B) 
e 0,5 mL (Hidratação C). Determinou-se o diâmetro médio dos lipossomas formados e 
respetivo potencial zeta. Os resultados apresentam-se na tabela 13, sendo que 
correspondem apenas a um ensaio. 
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Tabela 13: Resultados do diâmetro médio (nm), índice de polidispersão e potencial zeta 
(mV) para as diferentes formulações preparadas com o método FDC, usando diferentes 
razões molares de PC:CH e uma razão mássica lípidos:manitol de 1:5. 
HIDRATAÇÃO A 
Formulação 
Formulação 
PC:CH 
Diâmetro médio (nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
1 1:0 737,36 ± 12,76 0,358 ± 0,005 -61,58 ± 6,21 
2 1:1 1550,98 ± 196,25 0,336 ± 0,046 -48,52 ± 2,12 
3 2:1 1059,66 ± 98,08 0,365 ± 0,029 -69,75 ± 1,33 
4 3:1 896,02 ± 75,47 0,288 ± 0,059 -66,31 ± 1,52 
5 4:1 925,02 ± 42,98 0,358 ± 0,014 -64,79 ± 2,26 
     
 HIDRATAÇÃO B 
 
Formulação 
PC:CH 
Diâmetro médio (nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
1 1:0 780,60 ± 9,39 0,384 ± 0,011 -65,27 ± 2,28 
2 1:1 1197,15 ± 196,25 0,316 ± 0,066 -47,27 ± 2,59 
3 2:1 1098,26 ± 90,36    0,357 ± 0,0021 -55,41 ± 1,45 
4 3:1 782,18 ± 51,36 0,340 ± 0,014 -54,24 ± 1,46 
5 4:1 927,64 ± 28,02 0,368 ± 0,018 -58,38 ± 2,35 
     
  HIDRATAÇÃO C 
 
Formulação 
PC:CH 
Diâmetro médio (nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
1 1:0 514,70 ± 9,02 0,347 ± 0,020 -53,17 ± 3,49 
2 1:1 1299,88 ± 31,26 0,300 ± 0,038 -51,21 ± 1,53 
3 2:1 802,48 ± 54,63 0,327 ± 0,020 -57,40 ± 2,15 
4 3:1 650,44 ± 9,75 0,325 ± 0,059 -62,72 ± 4,00 
5 4:1 585,42 ± 19,13 0,358 ± 0,024 -59,64 ± 2,08 
 
    
  
 Os resultados deste ensaio permitiram tirar algumas conclusões: as formulações 
com um menor diâmetro médio são a 1,4 e 5. Para estas formulações a hidratação C, 12 
mg de pó dissolvidos em 0,5 mL, permitiu a obtenção dos menores valores de tamanho 
médio. A formulação 1, apesar de apresentar os valores mais reduzidos, não inclui 
colesterol, o qual traz inúmeras vantagens a umas formulação, como visto em cima. Assim, 
esta formulação foi excluída da gama de trabalho. Em todos os casos os valores do índice 
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de polidispersão são elevados, o que indica heterogeneidade nos diâmetros médios das 
partículas. Atendendo a que os prolipossomas após hidratação formam MLV [133] era de 
esperar a obtenção de partículas de diferentes tamanhos e portanto um índice de 
polidispersão significativo.  
 Os valores de potencial zeta são muito negativos, sendo dados muito positivos 
acerca da estabilidade do sistema [188]. 
 Terminada a análise dos resultados decidiu proceder-se a nova produção de 
prolipossomas, mas usando apenas as formulações 4 e 5. Os resultados da caracterização 
dos lipossomas formados apresentam-se na tabela 14. 
 Mais uma vez se prova que o método de hidratação C permite obter os menores 
valores de tamanho médio de partícula. Posto isto, este foi o método de hidratação que se 
adotou ao longo de todo o trabalho: 12 mg de pó dissolvidos em 0,5 mL de água, com 
agitação manual durante 1 minuto. 
 Chegado o momento de escolher uma formulação, procedeu-se a nova produção 
de prolipossomas usando as formulações 4 e 5, para obtenção de um triplicado e 
compararam-se as médias dos três lotes. A análise estatística revelou que as diferenças 
de diâmetro médio entre ambas não são estatisticamente significativas (figura 23). Apesar 
da formulação 5 ter obtido tamanhos médios relativamente menores em relação à 
formulação 4, esta última foi a escolhida uma vez que a quantidade de PC disponível para 
a realização do trabalho foi um pouco limitada e com esta formulação era usada menos 
PC. 
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Tabela 14: Resultados do diâmetro médio (nm), índice de polidispersão e potencial zeta (mV) para 
formulações preparadas com o método FDC, usando diferentes razões molares de PC:CH (3:1 e 
4:1) e uma razão mássica lípidos:manitol de 1:5. 
 
 HIDRATAÇÃO A 
Formulação 
Formulação 
(PC:CH) 
Diâmetro médio 
(nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
4 3:1 917,04 ± 61,76 0,361 ± 0,030 -60,55 ± 4,48 
5 4:1 923,1 ± 35,73 0,366 ± 0,028 -57,00 ± 2,01 
     
  HIDRATAÇÃO B 
 
Formulação 
Formulação 
(PC:CH) 
Diâmetro médio 
(nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
4 3:1 1055,90 ± 57,20 0,353 ± 0,040 -41,75 ± 3,66 
5 4:1 1058,2 ± 93,37 0,355 ± 0,044 -49,53 ± 3,44 
 
    
  HIDRATAÇÃO C 
 
Formulação 
Formulação 
(PC:CH) 
Diâmetro médio 
(nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
      
4 3:1 596,00 ± 11,56 0,360 ± 0,025 -53,21 ± 2,34 
5 4:1 646,32 ± 17,69 0,334 ± 0,020 -57,03 ± 2,14 
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Figura 22: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FDC (film deposition on carrier) com as razões 
molares de CH:PC de 1:3 e 1:4 (p>0,05). 
 
 Estando então escolhida a razão molar entre os lípidos, procedeu-se ao estudo da 
razão mássica lipídos:manitol. Infelizmente, o método FDC revelou-se muito demorado. 
Uma vez que o objetivo era escolher a formulação o mais rápido possível, de forma a poder 
começar a testá-la com o fármaco, selecionar outro método tornou-se fundamental. Por 
essa razão, escolheu-se o método FD para prosseguir os estudos. Foram preparadas 
várias formulações, mantendo a razão molar PC:CH 3:1 e com diferentes razões mássicas 
lípidos:manitol, como apresentado no capítulo 2. Foram preparados três lotes de 
prolipossomas para cada uma das formulações, sendo que a hidratação usada foi a 
exposta acima.  
 Na tabela 15 estão registados os resultados de diâmetro médio, polidispersão e 
potencial zeta obtidos para cada formulação. 
 A análise estatística revelou a inexistência de diferenças estatisticamente 
significativas entre os diâmetros médios, para as quatro formulações (figura 23). De forma 
a fazer uma escolha mais consciente, foi efetuada uma análise térmica dos prolipossomas 
através do método de calorimentria diferencial de varrimento (DSC). 
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Tabela 15: Resultados do diâmetro médio (nm), índice de polidispersão e potencial zeta (mV) para 
formulações preparadas com o método FD, usando diferentes razões mássicas de lípidos:manitol e 
uma razão molar PC:CH de 3:1. 
Formulação Diâmetro médio (nm) Polidispersão Potencial zeta (mV) 
FD 1:1 470,22  32,74 0,329  0,015 -31,94  3,73 
FD 1:2,5 490,37  48,37 0,320  0,005 -32,88  8,21 
FD 1:5 507,89  53,11 0,321  0,012 -38,41  9,92 
FD 1:10 415,17  30,91 0,299  0,026 -40,05  7,18 
 
 
 
Figura 23: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FD (freeze drying) com as razões mássicas de 
lípidos manitol de 1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10 (p>0,05). 
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Figura 24: Termograma dos prolipossomas produzidos pelo método FD (freeze drying) com 
as razões mássicas de lípidos:manitol de 1:1; 1:2,5; 1:5; 1:10. 
 No termograma podemos ver que o pico que aparece associado a cada uma das 
formulações se refere ao manitol (termograma do manitol presente em anexo). Isso 
significa que de facto os restantes constituintes estão dissolvidos nele. No entanto é 
possível verificar que antes do pico aparece um outro, muito mais pequeno, o que poderá 
dever-se à existência de um polimorfismo. A literatura descreve a existência de formas 
polimórficas do manitol [189]. Podemos ver no termograma que o ponto de fusão dos 
prolipossomas é maior para a formulação com a razão mássica lípido:manitol de 1:10 (a 
rosa no gráfico). Ora, isto demonstra que de facto esta é a melhor formulação de todas, 
sendo a que apresenta um ponto de fusão mais próximo do manitol (o início do ponto de 
fusão obtido para o manitol experimentalmente foi de 165,9 ⁰C.  
 Assim, foi escolhida a formulação: razão molar PC:CH de 3:1 e razão mássica 
lípidos:manitol de 1:10.  
 Seguiu-se a preparação de prolipossomas com a formulação escolhida, usando os 
três métodos, com e sem PTX. 
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4.5. DESENVOLVIMENTO DE PROLIPOSSOMAS COM PTX –
CARACTERIZAÇÃO 
 Foram preparados, com os três métodos, prolipossomas com e sem PTX.Os 
resultados do diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficácia de 
encapsulação estão apresentados na tabela 16. Foi feita a análise estatística, de modo a 
determinar se as diferenças entre o diâmetro médio e potencial zeta das formulações com 
e sem fármaco foram estatisticamente significativos, ou seja, se a presença do PTX 
influenciou estes parâmetros. 
Tabela 16: Resultados de diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficácia de 
encapsulação dos lipossomas. 
Formulação 
Diâmetro 
médio (nm) 
Polidispersão 
Potencial 
zeta (mV) 
Eficácia de 
encapsulação 
(%) 
FDC s/fármaco 548,45  67,00 0,334  0,012 -47,38  8,19 - 
FDC PTX1% 515,05  73,02 0,316  0,015 -50,18  3,52 93,65  10,61 
FD s/fármaco 412,93  30,93 0,315  0,040 -37,68  5,01 - 
FD PTX1% 470,50  38,04 0,320  0,012 -42,29  1,79 85,67  8,77 
SD s/fármaco 242,84  33,39 0,274  0,028 -44,93  2,84 - 
SD PTX1% 247,54  13,76 0,278  0,010 -46,63  5,59 96,07  39,24 
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Figura 25: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FDC com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FDC com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
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 Como é possível observar pela figura 25 e 26, os valores de diâmetro médio e 
potencial zeta relativos às formulações de PTX com e sem fármaco obtidos pelo 
método de FDC, não apresentaram diferenças estatisticamente significativas, pelo 
que se pode concluir que a presença do fármaco não influenciou estes parâmetros, 
o que é positivo. Os valores de potencial zeta são muito baixos, o que é um bom 
indicativo da estabilidade da formulação. Assim, a tendência para as partículas se 
aglomerarem é reduzida e a estabilidade da dispersão é elevada. Considera-se 
como limites os valores -30 mV e +30 mV, isto é, uma dispersão em que as 
partículas apresentem um potencial zeta superior a +30 mV e inferior a -30 mV é 
considerada estável [190, 191]. 
 
 
Figura 27: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
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Figura 28: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
  
 Como é possível observar pela figura 27 e 28, os valores de diâmetro médio e 
potencial zeta relativos às formulações de PTX com e sem fármaco obtidos pelo 
método de FD, não apresentaram diferenças estatisticamente significativas, pelo 
que se pode concluir que a presença do fármaco não influenciou estes parâmetros, 
o que é positivo. Os valores de potencial zeta, à  semelhança da situação anterior, 
são -30 mV, o que é um bom indicativo da estabilidade da formulação [190, 191]. 
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Figura 29: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método FD com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
 
 
Figura 30: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelo método SD com PTX 1% e sem fármaco (p>0,05). 
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 Quanto à formulação obtida pelo método de SD, as figuras 29 e 30 mostram que 
também não se verificaram diferenças estatisticamente significativos entre os 
diâmetros médios e potenciais zeta das formulações com e sem PTX.  
 Assim, para todos os métodos, a presença do fármaco na quantidade usada não 
causou diferenças estatiticamente significativas no diâmetro médio e potencial zeta 
dos lipossomas. Seria interessante estudar, futuramente, outras quantidades de 
fármaco e sua influência nestes parâmetros. 
 Pela análise dos valores da tabela 16, verifica-se uma clara diferença entre os 
valores de diâmetro médio obtidos para a formulação produzida pelo método SD, 
em comparação com os outros métodos. Foi feita a análise estatística, que veio 
confirmar esta mesma observação: o diâmetro médio dos lipossomas obtidos após 
hidratação dos prolipossomas produzidos pelo método SD é estatisticamente 
menor em comparação com o método FD (p=0,05) e com o método FDC (p=0,01) 
(figura 31). Este é um resultado de muito interesse, já que demonstra que entre 
todos os métodos, o SD é capaz de produzir partículas que quando hidratadas dão 
origem a lipossomas de menores diâmetros médios, constituindo portanto uma 
vantagem deste método, face aos restantes.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31: Caixa de bigodes do diâmetro médio dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelos três métodos com PTX 1%. 
 A questão do tamanho é deveras importante. De facto, o diâmetro dos 
lipossomas é um aspeto da sua caracterização física essencial, que irá determinar o seu 
sucesso clínico como vetor de fármacos. As conclusões de vários estudos é que 
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lipossomas menores que 100 nm têm uma menos interação com as proteínas 
plasmáticas, evitando assim a captura pelo sistema mononuclear fagocitário, 
contribuindo para um aumento do tempo de circulação no sangue e acumulando-se 
passivamente no tumor [115, 192]. Contrariamente, lipossomas maiores são eliminados 
mais rapidamente da circulação sanguínea. Assim, teoricamente um lipossomas ideal 
para a entrega de fármacos quimioterapêuticos deverá ter um diâmetro entre 50-100 
nm. Para o alcance dos locais alvo de forma passiva, através do efeito EPR, os sistemas 
poderão apresentar tamanhos até 200 nm, no entanto partículas de maiores dimensões 
têm também demonstrado extravasamento e acumulação nas células tumorais [115]. 
Atendendo a estas considerações, o método de SD foi aquele que permitiu obter 
resultados mais promissores, uma vez que os diâmetros médios das vesículas 
produzidas, após hidratação, foi da gama dos 250 nm. Este método, merece pois ser 
futuramente explorado. 
 
 No que respeita aos valores de potencial zeta para as formulações com fármaco, 
estes não apresentaram diferenças estatisticamente significativos entre os vários 
métodos (figura 32), o que indica que qualquer um deles permite obter resultados 
promissores no que respeita à estabilidade da dispersão (todos os valores de potencial 
zeta foram inferiores a -30mV). 
 
Figura 32: Caixa de bigodes do potencial zeta dos lipossomas obtidos após hidratação de 
prolipossomas produzidos pelos três métodos com PTX 1% (p>0,05). 
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 Quanto à eficácia de encapsulação do PTX, os valores obtidos para os três 
métodos são elevados (tabela 16), sendo que todos os valores de eficácia de 
encapsulação obtidos foram superiores a 85%. Ora, atendendo a que o objetivo do 
trabalho foi a produção de prolipossomas como um sistema de transporte de 
fármacos, estes valores de eficácia de encapsulação do fármaco indicam que o 
objetivo foi cumprido e de facto criaram-se sistemas capazes de encapsular o 
fármaco. Mais ainda, qualquer dos métodos usados permitiram a produção de 
prolipossomas com uma grande capacidade de encapsulação do fármaco, o que 
constitui um resultado muito promissor. 
 Atendendo aos resultados obtidos, cada um dos métodos produziu 
prolipossomas que quando hidratados originam lipossomas com valores de 
potencial zeta baixos e valores de eficácia de encapsulação do fármaco superiores 
a 85%. Quanto ao diâmetro médio, o SD permitiu obter menores tamanhos, na 
ordem dos 250 nm, o que indica que este método é uma potencial metodologia a 
explorar na preparação de prolipossomas como sistemas transportadores de 
fármacos. Os valores do índice de polidispersão, para todos os métodos são 
elevados, o que indica a heterogeneidade entre os tamanhos das partículas. Este 
é um resultado que já se esperava, uma vez que está documentado que os 
prolipossomas, ao serem hidratados origiram lipossomas do tipo MLV [133, 134], o 
que podemos apontar como desvantagem destes sistemas.  
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4.6. MORFOLOGIA 
 Foi utilizada a técnica de cryoSEM para obtenção de imagens das partículas que 
se formam após a hidratação dos prolipossomas, de modo a avaliar a sua morfologia. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento de alta 
resolução, com Microanálise por Raios X e sistema para observação de amostras a baixa 
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos 
lipossomas obtidos após hidratação de prolipossomas produzidos com a técnica de SD. A 
– manitol hidratado, ampliação x2500; B – SD sem fármaco x2500; C, D e E – SD sem 
fármaco x2500; F – SD com PTX x 2500; G, H e I – SD com PTX x 25000. 
 A figura 33 refere-se à técnica de SD. Em primeiro lugar, as imagens provam que 
de facto, a hidratação dos prolipossomas produzidos por esta técnica leva à formação de 
lipossomas. É possível visualizar nas imagens de menor ampliação (B e C) a presença das 
partículas e de uma rede. Pensou-se que tal estrutura se devia à presença do manitol e, 
para o confirmar, foi hidratado manitol obtido por secagem no Nano spray dryer. Como é 
mostrado na imagem A, essa estrutura deve-se de facto ao manitol. As partículas 
apresentam uma forma aproximadamente esférica, sendo que é possível visualizar 
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partículas de dimensões variadas, o que vem corroborar os altos índices de polidispersão 
obtidos. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 34: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento de alta 
resolução, com Microanálise por Raios X e sistema para observação de amostras a baixa 
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos 
lipossomas obtidos após hidratação de prolipossomas produzidos com a técnica de FD. A 
– manitol hidratado, ampliação x2500; B – FD sem fármaco x2500; C, D e E – FD sem 
fármaco x2500; F – FD com PTX x 2500; G, H e I – FD com PTX x 25000. 
 A figura 34 refere-se à técnica de FD. Também aqui, as imagens provam que de 
facto, a hidratação dos prolipossomas produzidos por esta técnica leva à formação de 
lipossomas. É possível visualizar partículas de dimensões muito variadas, sendo algumas 
da ordem de 1 μm (figura 35 E e G). Comparando com a imagem 33, surgem aqui partículas 
de superiores dimensões, o que está de acordo com as diferenças de diâmetro médio das 
partículas obtidas para cada um dos métodos. Os lipossomas aparentam ter uma forma 
aproximadamente esférica, embora seja possível visualizar alguns deles com uma forma 
um pouco mais irregular. 
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Figura 35: Imagens de cryoSEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento de alta 
resolução, com Microanálise por Raios X e sistema para observação de amostras a baixa 
temperatura (JEOL JSM 6301F/ Oxford INCA Energy 350/ Gatan Alto 2500, referentes aos 
lipossomas obtidos após hidratação de prolipossomas produzidos com a técnica de FDC. A 
– manitol hidratado, ampliação x2500; B – FDC sem fármaco x2500; C, D e E – FDC sem 
fármaco x25000; F – FDC com PTX x 2500; G, H e I – FDC com PTX x 25000. 
 A figura 35 refere-se às partículas obtidas através da técnica de FDC. Mais uma 
vez as imagens provam que de facto a hidratação dos prolipossomas produzidos por esta 
técnica leva à formação de lipossomas. É possível visualizar partículas de dimensões muito 
variadas, incluindo partículas com um tamanho superior a 2 μm (figura 36-D), com formas 
aproximadamente esféricas. Comparando com a imagem 33, surgem aqui partículas de 
superiores dimensões, o que está de acordo com as diferenças de diâmetro médio das 
partículas obtidas para cada um dos métodos. Alguns lipossomas apresentam uma 
morfologia mais irregular. 
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 A morfologia dos prolipossomas foi também avaliada, usando a técnica de SEM – 
figuras 36, 37 e 38. 
 Comparando as imagens dos prolipossomas produzidos por diferentes técnicas, 
são notórias as diferenças da morfologia das partículas. A técnica de SD permitiu obter 
partículas com uma forma aproximadamente esférica, ao contrário dos prolipossomas 
obtidos pelas outras técnicas, que apresentam formas mais irregulares.  
 
 
 
 
 
 
Figura 36: Imagens de SEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento ambiental, 
de alta resolução (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos 
prolipossomas obtidos com a técnica FDC e manitol usado. A – manitol x500; B – manitol 
x2500; C – manitol x10000; D – prolipossomas FDC s/ fármaco x500; E – prolipossomas 
FDC s/ fármaco x2500; F – prolipossomas FDC s/ fármaco x10000; G – prolipossomas FDC 
com PTX x500; E – prolipossomas FDC com PTX x2500; F – prolipossomas FDC com PTX 
x10000. 
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Figura 37: Imagens de SEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento ambiental, 
de alta resolução (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos 
prolipossomas obtidos com a técnica FD e manitol usado. A – manitol liofilizado x500; B – 
manitol liofilizado x2500; C – manitol liofilizado x10000; D – prolipossomas FD s/ fármaco 
x500; E – prolipossomas FD s/ fármaco x2500; F – prolipossomas FD s/ fármaco x10000; G 
– prolipossomas FD com PTX x500; E – prolipossomas FD com PTX x2500; F – 
prolipossomas FD com PTX x10000. 
 Uma vez que o Nano Spray Dryer B-90, aparelho usado para a obtenção dos 
prolipossomas através do método de SD, foi especialmente concebido para a produção de 
nanopartículas, era esperado que os prolipossomas obtidos por este método tivessem uma 
morfologia esférica. Pode ainda concluir-se, ao compararmos as imagens do manitol e dos 
prolipossomas, para cada caso, que a morfologia apresentada pelo material transportador, 
determina a morfologia dos prolipossomas, o que faz sentido, atendendo a que este 
representa cerca de 90% do material total. 
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Figura 38:Imagens de SEM obtidas com o Microscópio Eletrónico de Varrimento ambiental, 
de alta resolução (Schottky) Quanta 400FEG ESEM / EDAX Genesis X4M referentes aos 
prolipossomas obtidos com a técnica SD e manitol usado. A – manitol SD x500; B – manitol 
SD x2500; C – manitol SD x10000; D – prolipossomas SD s/ fármaco x500; E – 
prolipossomas SD s/ fármaco x2500; F – prolipossomas SD s/ fármaco x10000; G – 
prolipossomas SD com PTX x500; E – prolipossomas SD com PTX x2500; F – 
prolipossomas SD com PTX x10000. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPETIVAS FUTURAS 
 A toxicidade apresentada por inúmeros fármacos, nomeadamente os 
anticancerígenos, aliada à sua capacidade de se distribuirem amplamente pelo organismo, 
atingindo os tecidos saudáveis, faz com que seja imprescindível investigar  e criar novos 
veículos, que permitam o seu direcionamento às células alvo. 
 Os lipossomas constituem um dos tipos de vetores mais usado, apresentando 
inúmeras vantagens, principalmente devido à sua semelhança com as membranas 
celulares, o que os torna biocompatíveis. No entanto, a instabilidade física e química 
associada a eles, faz com que o seu “tempo de prateleira” seja baixo, o que limita muito o 
seu desenvolvimento para fins comerciais.  
 Os prolipossomas são partículas sólidas, formadas por lípidos e um material 
transportador que, quando hidratados, dão origem a lipossomas. Assim, apresentam as 
vantagens dos lipossomas, aliadas ao facto de serem partículas sólidas, o que lhes confere 
mais estabilidade em comparação com as formulações lipossomais. Apesar de não 
constituirem um tema novo, já que foram desenvolvidos pela primeira vez, no final da 
década de 80, são ainda uma área pouco explorada. 
 Neste rabalho foram desenvolvidos prolipossomas usando três metodologias: o 
método film deposition on carrier, usado pelos pioneiros na área dos prolipossomas, a 
liofilização (freeze drying) e a secagem por atomização (spray drying). 
 Foram produzidos prolipossomas com e sem fármaco. Após a sua obtenção, foram 
hidratados e os lipossomas formados foram caracterizados ao nível do seu tamanho, 
potencial zeta, eficácia de encapsulação e morfologia. 
 Os resultados mostraram que o método de spray drying permitiu obter lipossomas 
com um diâmetro médio na ordem dos 250 nm, resultados estatisticamente diferentes dos 
obtidos pelos restantes métodos. O recurso à técnica de SEM permitiu avaliar a morfologia 
dos prolipossomas e descobrir que de facto através do spray drying se obtêm partículas 
esféricas. O potencial zeta para todos os métodos foi menor que -30mV, um indicador de 
uma boa estabilidade da dispersão lipossómica e a eficácia de encapsulação do fármaco 
foi superior a 85%. 
 Os resultados levam à conclusão de que o spray drying foi um método que permitiu 
a obtenção de prolipossomas com as melhores características para possível vetorização 
de fármacos, merecendo ser explorado no futuro. 
 Os próximos passos na continuação do trabalho poderão consistir no estado da 
estabilidade dos prolipossomas, caracterização das suas propriedades de escoamento 
(característica importantíssima dos pós) e ensaios para avaliar a sua toxicidade celular. 
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ANEXO I 
 
 Ficha de dados do produto LIPOID E80, disponibilizada pela empresa LIPOID, a 
qual gentilmente cedeu o produto para este trabalho.  
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ANEXO II 
Ficha de dados do paclitaxel usado neste trabalho, obtido da MedChem Express. 
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ANEXO III 
Ficha de dados de segurança do paclitaxel usado neste trabalho, obtido da 
MedChem Express. 
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Anexo III 
Curvas de calibração 
 
 
Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da reta: y= 
0,8005x - 0,0902; R2= 0,9993 e SQD=0,0019. 
 
Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da reta: y= 
1,0982x - 0,6406; R2= 0,9961 e SQD= 0,014. 
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Representação gráfica da curva de calibração para o Paclitaxel. Equação da reta: y= 
0,9367x - 0,1883; R2= 0,9982 e SQD= 0,0067. 
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Anexo IV 
 
 
Termograma do manitol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
